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Re s u m o
Em concentrações de 0,4mM o metotrexato promove um au­
mento discreto do consumo de oxigênio em figado perfundido de ra­
to alimentado e em jejum; a esta concentração a gIicogenoIise é 
aumentada em 100% e em concentração de 0,8mM, o aumento e de 350% 
sendo o efeito reversível. Observa-se ainda acumulo de piruvato 
(250%) e diminuição da relaçao NAÍ/NADH (60%). A droga nao afeta 
a gIiconeogenese, e quando se usa homogenato de figado de rato, 
nao se observa efeito sobre a glicogenio fosforilase e 9l ucose-6- 
fosfatase. A droga (0,4mM) atua sobre células HeLa inibindo a ati 
vidade de ferricianeto redutase transmembrana plasmatica (90%), o 
efluxo de protons transmembrana plasmatica (70%) e a respiraçao 
celular (1 0%) mantida por substratos endogenos, sendo este ultimo 
efeito observado apenas apos pre-incubaçao de dez minutos. Em pre 
sença de glucose como substrato, o metotrexato estimulou o consu­
mo de oxigênio, reduziu a produção de lactato (25%) e duplicou a 
produção de piruvato; houve acumulo dos metabolitos intermediarios 
PEP, GAP, DAP; por outro lado, o consumo de glucose e os niveis 
de GÓP e FÓP nao foram afetados, havendo discreta diminuição (13%) 
dos niveis de F-l,6-P2 - Em extrato livre de células HeLa, o MTX 
em todas as concentrações usadas inibe a atividade da lactato de- 
sidrogenase, sendo aparentemente uma inibição do tipo incompetitJ_ 
vo. Note-se que em concentração de ate 4/6 x 10 o MTX estimula 
a atividade da gI icera I deido-3-fosfato desidrogenase inibindo-a em 
concentrações superiores; efeito semelhante ocorre com a glucose- 
6-fosfato desidrogenase, sendo inibida a concentrações superiores 
a 2 x 10 ^M. A piruvato quinase, nao e afetada diretamente pela 
droga. 0s resultados sugerem que o metotrexato apresenta mais de 
um sitio de açao na via glicolitica e que a inibição da atividade re 
dox transmembrana plasmatica esta integrada ao contexto metabolico 
sendo anterior aquele da dihidrofo I ato redutase.
I. In t r o d u ç ã o
1.1. As p e c t o s m e t a b ó l i c o s d e c é l u l a s n e o p l á s i c a s
Um dos marcadores fenotipicos mais consistentes das
* * *  ̂
células neoplasicas, e o aumento nas velocidades de utiIizaçao
de glucose e produção de acido láctico, quando comparadas com 
células normais de tecidos de mesma origem (WARBURG, 1926; SINGH 
et al, 1974; BUSTAMANTE & PEDERSEN, 1977; PEDERSEN, 1978; BUSTA 
MANTE et al, 1981). Nestas células, o efeito Pasteur, um dos me­
canismos básicos de controle metabolico, nao opera com eficiên­
cia.
CRABTREE (1929)/ aplicando as técnicas de Warburg, 
ao estudo de células tumorais, demonstrou que a glucose ou um 
de seus metabolitos, atuava como repressor da respiraçao. A ini­
bição da respiraçao pela glucose, e conhecida como efeito Crab­
tree, tendo sido estudada por varios pesquisadores (WU & RACKER, 
1959; ERNSTER & DALLNER, 1963; PACKER & GOLDER, 1960; GOSALVEZ 
et al, 1975; 1978; BUSTAMANTE et a I,1981 ; NAKASHI MA et al,1986). 
Células normais da retina, medula renal e leucocitos, tambem exĵ  
bem o efeito Crabtree (WENNER, 1979)/ enquanto que o desequi­
líbrio entre as velocidades da via glicolitica e respiraçao ce\u 
lar, nao e observado em tumores hepáticos de crescimento lento 
(WEBER et al, 1961; LO et al, 1968; WEINHOUSE, 1972).
Os perfis enzimaticos de tecidos normais e de teci­
dos neoplasicos, tem sido exaustivamente examinados, com o obje­
tivo de serem esclarecidas as diferenças metabólicas existentes 
(GREENSTEIN,1956; HERSFELD et al, 1978; SUN et al, 1981; S0RA-
al, 1983)- No que se refere a atividade das enzimas envol-
• * ** na via glicolitica e na respiraçao celular, tem-se observa
do uma ampla faixa de variaçao de niveis enzimaticos. Verificou- 
se que em tecidos neoplasicos, a atividade das enzimas da respi­
raçao celular corresponde aos menores valores encontrados nos te 
eidos normais equivalentes ( do mesmo animal), enquanto que a a­
tividade das enzimas da via glicolitica, corresponde aos maiores 
valores (GREENSTEIN, 1956; SHONK et al, 1965; KNOX, 1967; SUN et 
al, 1981). Tais observações, levaram alguns pesquisadores a afÍ£ 
mar que estes resultados nao eram de relevancia e que em termos 
bioquimicos nao existiriam diferenças entre as células normais e 
neoplasicas (GREENSTEIN, 1956).
Entretanto, estudos realizados por WEBER (1977 a, b) 
em figado sujeito as condiçoes normais de proliferação (regenera 
çao) ou em hepatomas com diferentes velocidades de crescimento, 
demonstram que em condiçoes de regeneração nao existe altera­
ções das enzimas chave da via glicolitica, enquanto que, nas cori 
diçoes de neoplasia, em concomitância ao aumento dos niveis da 
hexoquinase, fosfofrutoquinase e piruvato quinase, ocorre dimi­
nuição dos n i ve i s das enzimas determ i nant es da g I i coneogenese . As> 
sim, o desequiIibrio no metabolismo de carboidratos das células 
cancerosas, caracteriza-se por alterações quantitativas nas pro- 
porçoes de enzimas chave das vias metabolicas opostas e por altera­
ções qua I i tat i vas, manifestada pelo aparecimento de isozimas que fa­
vorecem a gIicoIise. Tem sido descrito tambem, que a capacidade 
destas células acumularem glicogenio e diminuída (WEBER,1977 a,b).
Em relaçao a hexoquinase, varios estudos sugerem que 
nas células cancerosas, esta enzima apresenta-se em niveis mais 




dria (BUSTAMANTE & PEDERSEN, 1977; BUSTAMANTE et al, 1981; NAKA- 
SHIMA et al7 1986). A associaçao ocorre com a membrana externa 
da mitocondria, a qua I apresenta uma proteina receptora para a 
ligaçao da hexoquinase (ROSE & WARMS, 1967; PARRY & PEDERSEN, 
1983)- Essa prote ina, integral da membrana externa, parece ser a 
proteina formadora do poro mitocondrial (porina) (LINDEN et al, 
1982; FIEK et al, 1982; NAKASHIMA et al, 1986). Paralelamente 
a essas observações, sabe-se que essa hexoquinase ligada a mito­
condria e menos sensivel a inibição alosterica pe I a g I ucose-6-f os> 
fato (SINGH et al, 1974; BUSTAMANTE & PEDERSEN, 1977) e, sua li­
gaçao com a mitocondria poderia facilitar o acesso ao ATP gerado 
pela organela, sugerindo assim um envolvimento dessa enzima na 
alta velocidade da gIicoIise que estas células possuem.
Ao lado da hexoquinase, evidencias experimentais ob­
tidas por GOSALVEZ et al (1975/ 1978), indicam que a piruvato 
quinase pode ser uma das enzimas determinantes do efeito Crab­
tree. A isozima que predomina em células cancerosas e tambem em 
linhagens de células derivadas de tumores, e do tipo M2 (A ou K) 
(HAMMOND & BALINSK, 1978), que e regulada a Iostericamente. En­
tre os efetores negativos dessa enzima estao o ATP, alanina e ou 
tros aminoacidos, enquanto que os positivos sao o fosfoenoIpiru- 
vato e frutose-1,6-bisfosfato (HERS & HUE, 1983)- 0 envolvimento 
da piruvato quinase no efeito Crabtree foi consistentemente de­
monstrado por GOSALVEZ et al (1974/ 1975)/ onde os pesquisado­
res sugerem que a piruvato quinase, pode competir, com sucesso, 
pelo ADP, com a mitocondria. Por outro lado, quando administra­
ram inibidores da piruvato quinase a células tumorais intactas , 
ocorreu aumento da velocidade respiratoria, diminuição da ve IocJ_ 
dade glicolítica, com o consequente aumento do PEP intracelular
(GOSALVEZ et al, 1975).
A fosfofrutoquinase, e considerada a principal enzi­
ma reguI adora da glicolise, sendo modulada por ATP, que atua co­
mo efetor alosterico negativo; frutose-6-fosfato, que atua libe­
rando a inibição pelo ATP; frutose-1,6~bisfosfato e AMP, que a­
tuam sinergicamente com frutose-6-fosfato; citrato e H+ , que a­
lem de inibirem a enzima, atuam sinergicamente com o ATP (HERS 
et al, 1982). 0 ativador mais potente da fosfofrutoquinase, e a 
frutose-2,6-bisfosfato (SCHAFTINGEN et al, 1980) e, embora este 
metabol ito esteja envolvido na regulaçao da glicolise de células
normais, nao esta esclarecido se exerce funções reguladoras do e
+ *feito Pasteur e nem se e responsável pela alta velocidade gIico 
litica que ocorre em células cancerosas (HERS et al, 1982). Po­
rem, foi sugerido por LOISEAU et al (1985)/ que os n i ve i s de frij 
tose-2,6-bisfosfato, alem das enzimas gIicoIiticas, seriam fato­
res importantes na regulaçao da glicolise de células de hepato­
mas de rato, tratadas com gIucocorticoides.
A isozima da fosfofrutoquinase predominante em célu­
las cancerosas e do tipo F (ou P), embora existam niveis signifj_ 
cativos da isozima L. (VORA et al, 1985, OSKAN et al, 1985). Tem 
sido demonstrado que a isozima F de células Ehr I ich, nao e afeta^ 
da por frutose-1,6-bisfosfato, sendo no entanto ativada por fru- 
tose-2,6-bisfosfato (BOSCÁ et al, 1982). Os mesmos pesquisadores 
mostraram que est tipo de fosfofrutoqu i nase e especificamente _i_ 
nibido por fosfoenoIpiruvato, sendo sugerido que esta caracteris 
tica poderia ser utiI como instrumento para caracterizar a isozĵ  
ma do tipo F. (BOSCÁ et al, 1982).
Ao longo deste trabalho, serao usadas células HeLa.Impoi—  
tante a ser salientado no metabolismo destas células, e que ape­
5.
nas 5% da glucose metabolizada durante o seu crescimento, e oxi­
dada no ciclo de Krebs (REITZER et al, 1979). Tambem, ha observa 
çoes de que a glutamina representa o principal combustível para 
as reações ao ciclo de Krebs em células HeLa (REITZER et al, 1979) 
e em outros tipos celulares (ZIELKE et al, 1984; DRANOFF et al, 
1985)# indicando que a funçao primordial da glicolise nestas cé­
lulas e garantir o suprimento de metabolitos para a via das pen­
toses.
0 efeito da glutamina sobre a glicolise de células 
HeLa, foi recentemente investigado (MOJENA et al, 1985)/ demons­
trando-se que este aminoacido promove uma diminuição dos niveis 
de frutose-2,6-bisfosfato. Entretanto, em contraste ao que ocor­
re nas células normais, a diminuição da frutose-2,6-bisfosfato 
nao foi acompanhada da inibição da glicolise, sugerindo que a 
fosfofrutoquinase de células HeLa, que e do tipo F ( VORA et al, 
1985)/ e pouco sensivel a regulaçao pelo metabolito.
Nestas células, foi demonstrado tambem a presença de 
piruvato quinase do tipo N^/ hexoquinase do tipo I e II (nao ha 
relatos se estao associadas a mitocondria) e lactato desidrogena^ 
se dos tipos M4 , HM3 e H^M (HAMMNOND & BALINSKY, 1978).
Quanto a capacidade de células HeLa acumularem gIico 
genio, existem controversias (RACKER, 1965)/ porem,evidencias \n 
dicam que esta via metabólica e operante. Tem sido descrito que, 
menos de 1% da glucose consumida por estas células, e acumulada 
como glicogenio (REITZER et al, 1979).
0 crescimento de células HeLa (SUN & CRANE, 1984) 
sim como de outros tipos celulares (ELLEM & KAY, 1983)/ parece 
ser regulado por uma atividade redox transmembrana pIasmatica.E^ 
ta atividade redox, e visualizada pela redução de oxidantes im­
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permeáveis, como por exemplo o ferricianeto, por células intac­
tas. A redução extracelular do ferricianeto existe em varios ti­
pos de células estudados (CRANE et al, 1982(a); MISHRA & PASSOW, 
1969; CLARK et al, 1981; CRANE et al, 1982(b), inclusive em células vege­
tais (CRAIG & CRANE, 1982)e,embora permaneça em aberto a natureza doa­
dor de eletrons, fortes evidencias indicam que em células HeLa 
e o NADH (NAVAS et al, 1986). À atividade redox transmembrana 
plasmatica, sao atribuídas outras funções como: transporte de a- 
minoacidos, açucares, ions e movimento de protons (GOLDENBERG, 
1 9 8 2 ) .
A transferencia de eletrons transmembrana plasmati­
ca, e mediada por uma desidrogenase de natureza g I icoproteica 
(WANG & ALAUPOVIC, 1978), o que poderia favorecer a configura­
ção transmembrana, da enzima. Tem sido sugerido que, pela face 
interna a enzima poderia reduzir o cit c e cit b5 e pelo lado ex 
terno, poderia reduzir o ferricianeto.
Drogas com atividade antitumoral, inibem a ativida­
de redox da membrana plasmatica de células HeLa (SUN & CRANE, 
1982; 1985). A inibição do crescimento celular, poderia ser uma 
resposta a inibição do transporte de eletrons e da liberaçao de 
protons transmembrana plasmatica (SUN & CRANE, 1985)-
Assim, células HeLa, por apresentarem caracterís­
ticas metabólicas similares a de células cancerosas, constituem 
um modelo experimental adequado para estudos com drogas, quando 
se pretende a compreensão dos seus efeitos citotoxicos. Tambem e 
de grande utilidade os sistemas de perfusao em orgao, como tem 
sido enfatizado por BRACHT et al (1984)-
Muitas das drogas usadas em quimioterapia, atuam so­
bre alvos intraceIuI ares (HUENNEKENS et al,1979); assim, o meto-
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trexato (ametopter i na, acido 4~am i no-N^-met i I ptero i I g I utâm i co) , 
droga utilizada ao longo deste trabalho, tem como alvo intracelu 
lar, a dihidrofo I ato redutase.
0 metotrexato, medicamento introduzido na clinica em 
1948(FARBER et al, 1948), usado na quimioterapia do cancer (CHI — 
NAN et al, 1979; JOLIVET et al, 1983), e em outras patologias 
(WEINSTEIN, 1977; WILLKENS & WATSON, 1982), tem sido tema de nu­
merosas publicações cientificas, onde sao abordados mecanismo 
de açao, efeitos colaterais, dosagens e farmacocinetica, alem
dos principais tipos de neoplasia, onde o medicamento se mostra 
ma i s eficaz.
1.2. Es t r u t u r a e p r o p r i e d a d e s q u í m i c a s d o  m e t o t r e x a t o
Sendo um composto analogo ao acido folico, o metotr£ 
xato apresenta em sua estrutura, os elementos que caracterizam 
os folatos, isto e, o anel pteridina ligado ao acido para-amino-
benzoico, que por sua vez esta ligado ao acido glutamico. 0 meto
* *  ̂trexato, difere do acido folico, por apresentar um grupo amino
como substituinte do carbono C^, ao inves da hidroxila, e pela 
presença de um grupo metiI no nitrogênio do acido pteroico.
(Figura A). A droga possui uma limitada solubilidade em lipí­
deos e, apresentando-se como um acido orgânico fraco, esta nega­
tivamente carregada a pH neutro.










F i gura A
1.3. Fa r k a c q c i n Ét i c a e To x i c i d a d e
0 uso do metotrexato em altas doses, que permitam 
n i ve i s plasmaticos de 10 a 10 M por periodos de 12 a 36 horas 
(JOLIVET et al, 1983), e uma pratica que tem sido adotada a fim 
de superar ou retardar o desenvolvimento de resistência das celiJ 
las tumorais a droga.
A distribuição, concentração e o tempo de infusão do 
metotrexato, tem importantes implicações nao so para o seu uso
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clinico, como também para sua toxicidade (DJERASSI, 1975; JOLI- 
VET et al, 1983). '
Urna visao geral da distribuição da droga, e mostra­
da na Figura B.
Administroçõo Introvenoso 
130 minutos pico máximo )
Administroçõo OrOl 
12 horos)
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F i g u r a  B
Estudos de f armacoc i net i ca, mostram que apos adminis^ 
traçao ora I do metotrexato, a velocidade de absorçao varia de u­
ma a cinco horas e que a quantidade total da droga absorvida,pe£ 
manece em niveis constantes durante seis horas (PINKERTON et al, 
1982; 1983; BALIS et al, 1983).
Administrada por via intravenosa, a droga atinge ra­
pidamente o fluido extracelular (volume teorico de 18% do peso 
corporal) porem, sua distribuição no fluido cerebroespinhaI e
nás efusões pleurais e limitada pela baixa solubilidade em lipi­
deos (BLEYER, 1983)■
Apesar do metotrexato nao se ligar fortemente as pro 
teínas plasmáticas (BLEYER, 1983), tem sido demonstrado que este 
medicamento pode ligar-se a albumina serica (TAKAHASHI et al,
1980). Assim, GEWIRTZ & HOLT (1985) sugerem que a presença de aj_ 
bumina em modelos experimentais in v i t r o ,  daria uma melhor apro- 
ximaçao para a situaçao in v i v o .  Por outro lado, tem sido demons 
trado que o metotrexato pode se acumular nos rins, baço, pele, 
intestino delgado (CONDIT et al, 1962; DARZYNKIEWIICZ et al, 
1966; HENDERSON et al, 1965 a,b) e principaI mente no figado 
(ZAHARKO et al, 1969).
No organismo, o metotrexato e metabolizado principal 
mente a 7-hidroximetotrexato e a acido 2-4 diamino metilpte-
roico (BREITHAUPT et al, 1982), alem de ser convertido a deriva 
dos pol iglutamatos (McGUIRE et al, 1980; McGUIRE & BERTINO, 1981).
A el iminaçao da droga do organismo, depende da fi I- 
traçao glomenular (LUI et al, 1985) e quando o metotrexato e ad­
ministrado em altas doses (10 ^M ou superior no plasma) ocorre 
tambem secreção ativa pelas células tubulares renais ( MONJANEL 
et al, 1979). A maior parte do metotrexato, e excretado inaltera^ 
do, na urina. 0 figado, tambem participa na remoção da droga
plasmática (STEINBERG et al, 1982) e, quase toda a droga e excre 
tada inalterada pela bile, ficando disponível para reabsorçao 
pela mucosa intestinal, que representa uma via de reentrada para 
o plasma (STRUM & LIEM, 1977; BLEYER, 1983). A excreção fecal e­
I i m i na menos de 2% da droga (HENDERSON et a 1,1965 (b); HUFFMAN 
et al, 1973; WANG et al, 1974).
As toxicidades pi imarias deste medicamento sao: mie- 
Iossupressao/ irritaçao das mucosas oral e intestinal, danos re­
nais, hiper-transaminasemia e dermatite. (JOLIVET et al, 1983). 
Existe portanto, uma correlaçao entre a farmacocinetica do meto­
trexato e seus efeitos colaterais, que como ja foi mencionado, 
dependem da concentração que o medicamento atinge no plasma como
tambem do tempo de exposição ao medicamento. (DJERASSI, 1975).
Toxicidades agudas ao figado e sistema nervoso cen­
tral, bem como toxicidades renais, sao observadas em indivíduos
que ficaram expostos por alguns minutos a concentrações plasma-
• -3 ~ -.5ticas de 10 M; concentrações de 10 M, por algumas horas, promo
vem toxicidade a mucosa oral. Toxicidades a medula ossea, mucosa
gastrointestina I e pele, estao relacionadas a um tempo de expo-
siçao de 48 horas, a concentração de 10 M e, concentrações si­
- 8 - 9  . ~ .tuadas entre 10 e 10 M, por alguns dias, estao relacionadas
com toxicidades crónicas, pulmonares e hepaticas (BLEYER, 1983).
1.4. Tr a n s p o r t e do m e t o t r e x a t o a t r a v é s da m e m b r a n a  c e l u l a r
0 transporte do metotrexato através da membrana ce­
lular, e fundamental para que ele exerça seus efeitos citotoxi- 
cos (GOLDMAN, 1971; HUENNEKENS et al, 1979). Células com permea­
bilidade alterada a droga, sao tambem resistentes aos seus efei­
tos (HILL et al, 1979; SIR0TNAK et al, 1981), embora tal tipo 
de resistência ainda nao esteja claramente documentado, em pa­
cientes cujo tratamento nao responde ao metotrexato (J0LIVET et
al, 1983).
Varias evidencias experimentais demonstram que as 
vias de entrada do metotrexato em células normais e tumorais di­
ferem muito (GALIVAN, 1981; GALIVAN et al, 1981). Tem sido enfa­
tizado por SIR0TNAK (1985) que as células normais possuem uma 
multiplicidade de vias de entrada da droga, com propriedades ci­
néticas variavei s e, nem sempre usando os carreadores de folatos. 
Como por exemplo, resultados obtido em perfusao de figado (STRUM
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et al, 1978 a, b) e com hepatocitos normais, recem-isoIados (GE- 
WIRTZ et al, 1980) demonstram que o transporte do colato esta re 
lacionado ao do metotrexato. Em contraste, nas células tumorais 
a droga e transportada via sistema de transporte para folatos re 
duzidos, part i cu I armente de 5-rnet i I-tet r ah i dr of o I at o (NAHAS et 
al, 1972; HUENNEKENS et al, 1979; GALIVAN, 1981; SIROTNAK,1985)/
que e a principal forma vitaminica presente no plasma. Tem sido de 
monstrado tambem que, nestas células existe um sistema de trans­
porte distinto, para o acido fo I ico (RADER et al, 1974; HORNBEAK 
& NAIR, 1978).
Assim, nas células tumorais, o metotrexato e trans­
portado através da membrana celular por um carreador ou difusão 
facilitada (BENDER, 1975)/ no qual o acoplamento de energia e 
indireto (ou nao e obrigatorio). Se desacoplado, o carreador con 
tinua a operar pelo processo de difusão facilitada (SIROTNAK, 
1985)/ isto e, a droga atravessa a membrana associada ao translo 
cador, dissociando-se deste ao entrar para o meio intracelular . 
Nesta situaçao, a velocidade de entrada, depende da concentração 
extracelular da droga. Acredita-se que o sistema de influxo, que 
exibe alta afinidade pelos derivados substituidos na posição 5/ 
tanto do folato reduzido, como de analogos do folato, seja unidj^ 
recional (DEMBO & SIROTNAK, 1976; DEMBO et al, 1984)- 0 efluxo
dos analogos do folato, se deve a participaçao de uma bomba 'de e 
fluxo, dependente de energia metabólica, provave I mente na forma
de ATP (SIROTNAK, 1985).
Existe porem, um segundo mecanismo de entrada da dro 
ga, que opera quando esta se encontra em altas concentrações
(acima de 20\xM) (WARREN et al, 1978; HILL et al, 1979). Esta ou-
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tra via, pouco compreendida, parece funcionar ou por difusão, 
ou por um transporte de baixa afinidade e, neste caso, a entra­
da da droga seria dependente nao so da concentração extracelu- 
lar, como tambem da permeabilidade da membrana. Considera-se que 
este processo de difusão, e a principal via de entrada da droga 
na celula, quando se usa o metotrexato em altas doses (JOLIVET 
et al, 1983).
1.5. Fa r m a c o l o g i a  B i o q u í m i c a d o m e t o t r e x a t o
Uma visao geral da participaçao do acido foiico no
metabolismo celular, e importante, para a compreensão do mecanis 
mo de açao do metotrexato, a nive I molecular.
Para que o acido folico se torne bioquimicamente ati 
vo, deve ser reduzido a acido dihidrofo I ico e posteriormente a
acido tetrahidrofo I ico, sendo essas reações catalisadas pela di-
hidrofolato redutase. 0 acido tetrahidrofo I ico por sua vez, sera
convertido a uma serie de derivados,que atuarao como coenzimas 
em reações biossinteticas de transferencia de um carbono, envol­
vendo a sintese de acidos nucleicos e aminoacios, as quais sao 
essenciais para a vida e crescimento da celula (ROWE, 1978;SMITH 
et al, 1985)- Dessas reações, deve-se destacar aquela catalisada 
pela timidilato sintetase, que usa o metileno tetrahidrofo I ato 
Cvnio transportador de carbono, bem como doador direto de hidro­
gênio, formando-se entre os produtos timidilato e dihidrofo I ato 
(SMITH et al, 1985)- Quando o metotrexato esta presente na celu­
la em concentrações suficientes para inibir completamente a d i h_i_ 
drofolato redutase, nao ocorre sintese de tetrahidrofo I ato, ten­
do como consequência o bloqueio da biossintese de timidi lato
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(CHELLO et al, 1977; GOLDMAN, 1975; SIROTNAK & DONSBACH, 1974). 
Portanto, a inibição da dihidrofo I ato redutase pelo metotrexato, 
promove uma diminuição do "pool" de foI atos reduzidos, afetando 
indiretamente a sintese de pirimidinas e purinas (CADMAN, 1983).
MTX MTX
FOLATO THF
5,10- METILENO -THF 5-METIL THF
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Esquema I.5
A dihidrofo I ato redutase, isolada de diferentes ti­
pos de células, liga-se ao metotrexato quase que estequiometric£ 
mente (WERKHEISER, 1961; 1963)/ sendo inibida com concentra­
ções muito baixas da droga (10 ^M) (HUENNEKENS et al, 1976). Em­
bora reversivel, esta ligaçao e forte, principalmente na presen­
ça de NADPH (PERKINS & BERT I NO, 1966; OTTING & HUENNEKENS, 1972; 
STONE & MORRISON, 1986) e em pH levemente acido (BERTINO et al,
1964).
As concentrações intraceIuI ares da dihidrofo I ato re 
dutase, sao em gera I bastante baixas (GREADY, 1980) e, o aumento
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dos niveis desta enzima, esta relacionado com a resistência da
ceIuI a ao metotrexato (BERTINO, 1979; JOLIVET et al, 1983). A­
tualmente, existem evidencias de que a dihidrofoI ato redutase o­
corre em formas que variam em afinidade pelo medicamento (CHINAN 
et al, 1979). Estudos realizados por KAMEN et al (1983), com di- 
hidrofolato redutase purificada, mostraram que a enzima pode u­
sar o NADH como agente redutor. Nesta situaçao, a afinidade da 
enzima pelo medicamento, parece diminuir, nao se estabelecendo 
entretanto se tal observaçao e relevante in v i v o ,  no desenvolvi­
mento de uma resistência a droga.
Embora a d i h i drof o I ato redutase seja inibida por coji 
centraçoes muito baixas de metotrexato, varios estudos mostram 
que os niveis intraceIuI ares da droga devem ser considerave I men­
te mais altos para suprimir a sintese do DNA (GOLDMAN, 1975) , 
pois, na presença de sintese ativa de timidilato, ocorre um acu­
mulo de dihidrofo I ato, o qual em altas concentrações compete
com o metotrexato para ligaçao na dihidrofo I ato redutase, o que 
poderia diminuir a eficacia do medicamento (COHEN et al, 1978 ;
WHITE et al, 1975; WHITE, 1979)(vide esquema 1.5). Assim, os e­
feitos citotoxicos do metotrexato, parecem estar relacionados a 
sua persistencia na ceIuI a ou tecido (GOLDMAN, 1977; SIROTNAK, 
1 9 8 o ) ,  situaçao que pode ser alcançada com o uso da droga em al­
tas doses, quando se atinge niveis plasmaticos de 0.1 a 1.OmM 
(CHABNER & SLAVIK, 1975).
1.6. Fa t o r e s q u e CONTROLAM A COMCEWTRAÇÃO DO METOTREXATO MAS CÉ­
LULAS
A capacidade das células acumularem quantidades su­
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ficientes de metotrexato e dependente nao so do transporte atra­
vés da membrana celular, como tambem da metaboIizaçao posterior 
da droga a poIigIutamatos (BAUGH et al, 1973; JACOBS et al,1975; 
POSER et al, 1980; 1981; FRY et al, 1982; NI MEC & GALIVAN, 1983; 
GALIVAN, 1984).
A formaçao de poIigIutamatos, ocorre tambem com fo- 
latos naturais; os múltiplos grupos do glutamato estao Iigados 
através de ligações y peptidicas (McGUIRE et al, 1980; McGUIRE 
& BERTINO, 1981) e nessa forma, parecem ser seletivamente reti­
dos na ceIuI a em relaçao ao composto monogIutamato.
Como a toxicidade da droga depende da sua persiste_n 
cia na ceIuI a ou tecido e, considerando-se que os derivados poli 
glutami lados do metotrexato apresentam a mesma eficiencia em inj_ 
bir a dihidrofo I ato , redutase (JACOBS et al, 1975; CLENDENINN et 
al, 1983)/ a retenção da droga nesta forma, poderia aumentar o 
seu potencial citotoxico ( BALINSKA et al, 1981; FRY et al,1982).
Entretanto, a conversão do metotrexato em derivados 
poIigIutamiIados, pode nao ser um fenomeno muito simples, ja que 
e catalisada pela mesma enzima que transforma os folatos natu­
ra i s em po I i g I ut amatos (McGUIRE & BERTINO, 1981). Isto poderia ejs 
tar sujeito a mecanismos de reguIaçao ainda desconhecidos. Evi­
dencias experimentais recentes, demonstram que a formaçao de po- 
liglutamatos de folatos e seus analogos, em células de hepatoma 
H —35, pode ser influenciada por hormor, os (GALIVAN, 1984) e, por 
outro lado, a liberaçao do metotrexato de hepatocitos normais,po 
de ser induzida por agentes a adrenergicos (GEWIRTZ et al,1985)-
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1.7. Ef e i t o d o m e t o t r e x a t o s o b r e o m e t a b o l i s m o  e n e r g é t i c o  c e l u ­
l a r
Em contraposição aos estudos detalhados existentes 
em relaçao a farmacocinetica e transporte do metotrexato, bem co 
mo quanto ao seu efeito sobre a dihidrofo I ato redutase, muito
* * #W
pouco e disponivel na literatura, sobre a sua açao no metabolis­
mo celular como um todo. Conforme foi enfatizado por GOLDMAN
(1975)/ os esquemas de tratamento em altas doses, sao capazes 
de afetar a massa tumoral, causando-lhe efeitos citotoxicos por 
inibição de outros processos metabólicos, alem daqueles envolvi­
dos com a dihidrofo I ato redutase.
Varias evidencias experimentais, sugerem que o meto­
trexato pode atuar sobre o metabolismo energetico. WOODS et al
(1959)/ mostraram que o metotrexato e outros quimioterapicos, po
* *
deriam atuar como inibidores da glicolise de células tumorais. 
Foi demonstrado que a glicolise de células Ehrlich, crescidas na 
presença da droga e marcadamente reduzida (KAMINSKAS & NUSSEY , 
1978), sendo afetada nao so a captaçao da hexose, como tambem 
a sua fosforilaçao (KAMINSKAS, 1979). Nestas células foi tambem 
demonstrado que o metotrexato determina uma redução do numero 
de sitios de ligaçao a citocalasina B (CHANG et al, 1983)/ suge 
rindo que as alterações na captaçao da glucose promovida pela 
droga, podem ser o resultado da diminuição da concentração dos 
transIocadores da hexose, na membrana plasmatica. Portanto, nes 
tas condiçoes a glicolise nao foi o alvo direto da droga.
Células L1210 (K0UAM0U0 et al, 1981), cultivadas
com metotrexato em concentrações suficientes para inibir o cres­
cimento sem interferir na viabilidade celular, apresentam uma al
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teraçao no consumo de oxigênio, apos tres horas de cultivo. A- 
pos vinte e quatro horas de cultivo, os autores observaram uma 
relaçao entre a inibição do consumo de oxigênio e a diminuição 
do crescimento. As mitocondrias isoladas dessas células, apresen 
taram inibição da respiraçao no estado III, quando o glutamato 
e o malato foram substratos oxidáveis, efeito este nao observado 
quando o succinato era o substrato.
YAMAMOTO (1985)/ em estudo aprofundado sobre a açao 
do metotrexato em mitocondrias de figado de rato, demonstrou que 
os efeitos da droga sobre a funçao mitocondrial eram a nive I da 
atividade de desidrogenases NAD+ dependentes (glutamato, a-ceto- 
glutarato, isocitrato e malato desidrogenases) sem afetar as FAD 
dependentes (succinato e gI icero I fosfato desidrogenase), bem co­
mo a nive I da condutividade ionica pela membrana mitocondrial 
interna. Anteriormente, VOGEL et al (1963) haviam demonstrado 
que o metotrexato inibe a lactato desidrogenase e gIucose-6-fos- 
fato desidrogenase, bem como a glutamato e malato desidrogenases, 
todas obtidas de fontes comerciais.
Levando em conta que o metotrexato atuara nao so so­
bre as células tumorais, mas tambem sobre as células normais do 
hospedeiro (CADMAN, 1983) estas observações podem vir a ser rele
vantes na determinação dos efeitos citotoxicos desta droga. Por
* * 
outro lado, as diferenças metabólicas existentes entre células
normais e tumorais, nao sao apenas de carater quantitativo, como 
tambem de carater qualitativo, quando se considera as isozimas 
presentes (WEBER, 1977 a,b), existindo portanto, a possibilidade 
de o metotrexato afetar o metabolismo energetico de células nor­
mais e neoplasicas, com consequências diferentes.
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1.8. Ob j e t i v o
Considerando as evidencias de que o metotrexato po­
de exercer efeitos sobre vias metabolicas nao relacionadas com 
as reações catalisadas pela dihidrofo I ato redutase, este traba­
lho se propoe a estudar alguns dos efeitos bioquimicos colate­
rais e imediatos em células HeLa, usadas como modelo de células 
ma I i gnas.
Serao utilizadas altas doses da droga, pelo fato de 
esta, ser uma tendencia clinica atual.
Sera dado enfase ao efeito do metotrexato sobre a 
glicolise de células HeLa, ja que este aspecto, ainda nao foi ex 
piorado. E portanto de interesse, saber se a droga pode afetar 
esta via metabólica, em um efeito direto.
Por outro lado, levando em conta que o figado e um 
dos orgaos mais atingidos por efeitos toxicos colaterais e con­
siderando os efeitos promovidos por esta droga em mitocondrias 
isoladas, este trabalho visa detectar possiveis alterações no me 
tabolismo de carboidratos, no orgao intacto, usando-se o sistema 
de perfusao de figado isolado.
II. Ma t e r i a i s e Mé t o d o s
11.1. Ma t e r i a i s
11.1.1. Re a g e n t e s
Bicarbonato de sodio,c I oreto de sodio, cloreto de 
potássio, cloreto de calcio, fosfato de sodio, etanol absoluto , 
o-toluidina, glucose, tioglicolato de sodio e caldo casoy, foram 
obtidos da Merk.
Meio essencial minimo de Eagle, foi fornecido por 
F I ow Laboratorios.
Soro fetal bovino esteril, livre de virus e micop I as­
ma, foi fornecido por Laborei in.
Tripsina (1:250) e Sabouraud dextrose, foram de pro- 
cedenc ia D i fco.
Foram obtidos da Sigma Chemical Co., piruvato quina- 
se, tipo I (75U/mg de proteina); lactato desidrogenase, tipo I, 
(90U/mg de proteina); aldolase, tipo X (13/4U/mg de proteina) he 
xoquinase, tipo III (l6ll/mg de proteina); a-gI icerofosfato desi- 
drogenase-triose fosfato isomerase, tipo III (130U/mg de protei­
na -1080U/mg de proteina, respectivamente); trizma base; Hepes; 
NAD ; NADH, NADP ; ATP; ADP; GóP; FÓP; PEP; piruvato de sodio; 
triton X-100; soroalbumina bovina.
As seguintes enzimas, foram obtidas da Boehringer -Main 
nhein: GIucose-6-fosfato desidrogenase (l,0mg/ml) e fosfogluco-
se i somerase (1Omg/ml).
Metotrexato, foi fornecido por Cyanamid Quimica do
Brasil, Divisão Lederle. A droga, apresenta-se como um po amare­
lo, sendo solúvel em agua.
Es p e c t r o de Ab s o r ç ã o d o m e t o t r e x a t o
0 espectro de absorçao do metotrexato, foi feito em 
espectrotometro Aminco-Chance Dual Wave Ienghts/SpI it Beam, aco­
plado a registrador. Usou-se solução de metotrexato 0,4mM, em a­
gua destilada, Metotrexato reduzido, foi obtido pela adiçao de 
ditionito de sodio (Figura C).
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 Ox i dado x ox i dado
  Oxidado x reduzido
 Linha de base
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II.1.2. PERFUSAO DE FÍ6ADO ISOLADO
Os experimentos de perfusao de figado, foram reali­
zados no Laboratorio de Metabolismo Hepático, do Departamento 
de Farmacia e Bioquímica da Universidade Estadual de Maringa, 
sendo utilizado aparelho de construção própria daquela Institui­
ção .
11.1.2.1. LÍQUIDO DE PERFUSAO
0 Iiquido de perfusao uti Iizado foi o tampao de 
Krebs-HanseIeit-bicarbonato, assim constituido: 115mM de NaCI ; 
25mM de NaHC03; 5,90mM de KCI;l,20mM de Na2S04 ; l,l8mM de MgCI2 ; 
l,25mM de NaH^O^; 2,5mM de CaC 12 e 20mg% de soro albumina bovi- 
na.' 0 pH deste tampao e de 7,6, porem, apos a oxigenaçao com mijs 
tura de carbogenio (95% de (?2 e 5% de C02), atinge 7,4-
11.1.2.2. Is o l a m e n t o d o f í g a d o
Foram utiIizados ratos da raça Wistar, al imentados 
ou submetidos a jejum de vinte e quatro horas, para se analisar
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a gIicogenoIise ou a gIiconeogenese, respectivamente.
Os animais foram anestesiados com nembutaI sodico. 
(50mg/kg) e o seu figado isolado.
0 isolamento de figado, bem como a sua retirada
do animal, requer uma cuidadosa técnica cirúrgica, que foi reaIi 
zada pelo Dr. Ade I ar Bracht, conforme técnica descrita por Bracht
et a I (1984)-
Uma vez que o figado isolado esteja na camara de pe£ 
fusao, o caminho do liquido que vai perfundir o orgao e descri­
to a seguir: o liquido de perfusao, mantido em um reservatorio,e 
sugado por uma bomba perista 11ica, sendo impulsionado através de 
um oxigenador, onde e oxigenado e aquecido. A seguir, passa para 
a camara de perfusao, chegando ao figado através de uma canula 
inserida na veia porta. 0 liquido de perfusao, deixa o figado, a 
traves de uma canula inserida na veia cava, banha um eletrodo 
de platina (integrante do aparelho de perfusao) e atinge a cama­
ra para coleta de amostras, que e feita em geral a cada dois mi­
nutos. As analises do metabolitos sao feitas no perfusado, e o 
consumo de oxigênio e monitorado, durante todo o tempo em que 
transcorre o experimento.
A velocidade de infusão do liquido de perfusao foi
de 35ml por minuto. Quando se desejoi observar a g I icogenoI ise,
nao foram adicionados substratos ao Iiquido de perfusao, porem,
quando se observou a gI iconeogenese, adicionou-se 5/0mM de piru- 
vato.
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Para a observaçao dos efeitos do metotrexato sobre 
a g I i cogenoI i se/ 91 icoIise e gliconeogenese, bem como sobre a 
respiraçao do orgao, a droga foi infundida no sistema, utilizan­
do-se uma bomba de precisão. Essa bomba, pode ser calibrada pa­
ra diferentes velocidades de infusão. Quando posicionada para ini 
jetar no sistema, 280pI por minuto, sendo o fluxo do liquido de 
perfusao, 3 5 I por minuto, a diluição da solução contendo a dro­
ga sera de 125 vezes; portanto, para se alcançar uma concentra­
ção final de 0,4mM de metotrexato, preparou-se uma solução 50mM 
da droga.
II. 1.3. Qbtemção bo hoimiogemabo d e f í g a d o de r a t o para determima­
ç ã o DAS ATIVIDADES DE 6LMCOSE-6-FOSFATASE E GLICOCEM10 
FOSFORILASE
Para a obtenção do homogenado, ratos brancos Wis- 
tar, foram decapitados, seus figados removidos e lavados com so­
lução de sacarose 0,25M, que serviu tambem como liquido de extra 
çao. Em seguida, os figados foram picados com tesoura, em peda­
ços o mais pequeno possivel e homogeneizados em homogeneizador 
Van Potter Elvehjen, primeiro com pistilo frouxo e depois com 
p i st i lo norma I .
A suspensão homogeneizada foi centrifugada para retj_ 
rada de debris (1500 x g por 10 min a 4°C), sendo o sobrenadante 
usado como fonte de enzima.
II.1.4. Cu l t i v o Ce l u l a r
11.1.4.1. Pr o c e d i m e n t o s d e e s t e r i l i z a ç ã o d e m a t e r i a i s d e v i d r o s 
E ACESSÓRIOS
Todo material de vidro usado nas culturas, foi este- 
ri Iizado a seco, a 150°C, por 6 horas. Rolhas e tampas foram es­
terilizadas em autoclave a 120°C e 1 atm de pressão, por trinta 
minutos, e depois colocados a secar em estufa a 70°C.
11.1.4.2. So l u ç õ e s
Todas as soluçoes envolvidas no cultivo celular, fo­
ram preparadas com agua bidestilada.
11.1.4.2.1. So l u ç ã o de b i c a r b o n a t o  d e s ó d i o
A solução de bicarbonato de sodio, foi preparada a 
concentração de 7,5% (p/v) e distribuída em volume de dez m i I _i_ 
litros, em tubos. Apos esterilização feita em autoclave a 120°C 
0e 1 atm de pressão, por trinta minutos, esta solução foi manti­
da a temperatura ambiente.
11.1.4.2.2. SOLUÇÃC SALINA TAMPOUADA
A solução salina tamponada a pH 7,4, foi preparada 
rot i ne i ramente na forma de estoque cinco vezes concentrado, ser» 
do nestas condiçoes constituída de: 40.5mM de Na^PO^ anidro; 
680mM de NaCI; 7,3mM de KH2PC>4 e 0,1 g/1 de vermelho de fenol.
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Esta solução foi esterilizada em autoclave a 120°C, 
1 atm de pressão e mantida a 4°C. A diluição, foi feita na hora
do uso, com agua bidestilada esteri I .
II.1.4.2.3. So l u ç ã o  d i s p e r s a s t e d e c é l u l a s
Esta solução, cuja finalidade e descolar as célu­
las do frasco de cultura, consiste de tripsina a 0,5%, em solu­
ção salina tamponada, pH 7,4- Quando necessário uma tripsiniza- 
çao mais branda, reduziu-se a concentração de tripsina para 
0,25% ou 0,1%. A solução de tripsina, fo i esterilizada por fil­
tração, usando-se filtros marca Millipore e membranas de 0,22ym 
sendo estocada a -20°C.
II. 1.4.3. Re i o d e Cu l t u r a
0 meio de cultura usado, foi o meio essencial mini-
mo de Eagle (Paul, 1973)/ disponivel pronto na forma de po. Apos
reconstituição em agua bidestilada, o meio foi esterilizado por 
filtraçao em membranas de acetato de celulose de 142mm de diâme­
tro, com poros de l,2pm (pre-f i 11 ro), 0,45 e 0,22iim, em apare­
lho marca Mi IIipore.
II.1.4.4. Te s t e s d e e s t e r i l i d a d e
Todas as soluçoes a serem usadas estereis, foram sub 
metidas a testes de esterilidade em meios tioglicolato Brewer , 
calso caseina soja tripticase (Caldo Casoy)e Sabouraud dextrose 
(RIZZO et a I, sd).
Os procedimentos de esterilização por filtraçao, bem 
como os testes de esteriIidade, foram gentilmente realizados por 
Dr. Miguel Rodriguez do Setor de Virologia do Laboratório Geral 
da Secretaria de Saude do Estado do Parana e pela Dra. Ema Chan­
delier, da Seçao de Cultivo Celular - TECPAR.
1 1 .1 . 4 . 5 .  CÉLULAS
Foram usadas células da linhagem HeLa, derivadas de 
carcinoma de cervix humano e com aparência epitelial. As célu­
las sao procedentes da American Type Culture Colection e foram 
enviadas para este laboratorio a passagem n- 104/ pela Seçao de 
Cultivo Celular do Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo.
11.1.4.6. Co n d i ç õ e s d e Ra n u t e n ç ã o
* A ^As células foram mantidas congeladas em nitrogênio 
liquido, em sistema constituído de meio essencial minimo de Ea­
gle, pH 7/4 (80% v/v), glicerol (10% v/v) e soro fetal bovino 
(10% v/v), contendo aproximadamente 2x10^ células por ml, em am­
polas adequadas.
0 congelamento das células foi gentilmente reaIizado 
pelo Dr. Miguel Rodriguez.
11.1.4.7. Cu l t i v o Ce l u l a r
Todas as operaçoes envolvendo o cultivo celular, fo 
ram realizadas em fluxo laminar horizontal.
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Para o cultivo celular, foi usado meio essencial mi­
ni mo de Eagle, contendo glutamina e suplementado com soro fetal 
bovino (10% v/v) e bicarbonato de sodio, em quantidade adequada 
para acertar o pH em 7,4-
As células HeLa, desenvolvem-se na forma de monocama 
das, sendo utilizadas garrafas de Roux ou frascos menores (fras­
cos de diluição de leite), para o crescimento.
0 repique das células, foi feito por t r i ps i n i zaçao û 
sando-se tripsina a 0,5% ou a 0,25%- Apos a remoção do meio de 
cultivo, as culturas foram lavadas com solução salina tamponada, 
para remoção do meio residual, adicionando-se em seguida a solu­
ção de tripsina pre-quecida a 37°C. A tripsinizaçao prolongou-se 
num intervalo de tres a cinco minutos, apos o qual removeu-se a 
tripsina e adicionou-se uma aliquota do meio de cultivo. 0 desco 
lamento das células da superficie dos frascos foi feito com aux| 
lio de pipeta equipada com pera. Apos o descolamento, as células
~ . ó 'foram ressemeadas a uma concentração aproximada de 2x10 células 
por garrafa de Roux.
As culturas, desenvolveram-se a temperatura de 37°C 
e foram repicadas semanalmente. As monocamadas, foram observadas 
diariamente em microscopio invertido, marca Olympus, modelo CKC, 
Bi-I, pertencente ao TECPAR. Nessas condiçoes, as culturas esta­
vam confluentes com 72 a 96 horas de crescimento, sendo entao 
padronizado o tempo de crescimento em 80 horas.
II.1.4.8. Co n t a g e m
As células foram contadas em camara de Neubauer, u­
sando-se microscopio Wi ld Heerbrugg - Switzerland.
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II.1.5. Ob t e n ç ã o d e c é l u l a s r o m p i d a s , p a r a d e t e r m i n a ç ã o  d e a t i v i
DADES ENZIMÃTICAS
Células colhidas pelo procedimento ja descrito, fo­
ram ressuspensas em meio gelado constituído de tampao fosfato 
de sodio lOmM, pH 7/4/ contendo 5mM de KC I e 150mM de NaCI.
Para o rompimento, as células foram congeladas em nj_ 
trogenio liquido, descongeladas a temperatura ambiente e entao 
passadas em homogeneizador de Van Potter-EIvehjem por tres ve­
zes, em banho de gelo. 0 homogenato assim obtido, foi usado dire 
tamente como fonte das enzimas.
II.2. FIé t o d o s
11.2.1. Pe r f u s ã o d e f i g a d o : An a l i s e s d o p e r f u s a d o
11.2.1.1. Co n s u m o d e o x i g ê n i o
0 consumo de oxigênio durante a perfusão do figado , 
foi mediado através de polarografo de oxigênio, que e parte in­
tegrante do aparelho de perfusão. Este polarografo recebe o si­
nal do eletrodo de platina, que esta inserido dentro da camara 
do fígado e e banhado pelo perfusado. 0 sinal ampliado, vai para 
um registrador pot ,nciometrico, que assinala as variações ocorrj^ 
das na tensão de oxigênio.
A velocidade da respiraçao, foi expressa em nmol de 
O2 consumido x min-* x g~* de figado, usando-se a formula:
0o consumido = ~ onde CA e a concentração arterial do
1 P
O2 , que e constante e igual a 0,86mM, CV e a concentração veno­
sa de oxigênio (mM), F e o fluxo através do orgao (em ml por mi­
nuto) e P, o peso do figado (g). A calibraçao foi efetuada, sa­
bendo-se que a concentração de O2 em agua a 37°C, e igual a 
0,19mM, quando em ar atmosférico. 0 ponto nulo,foi determinado a 
dicionando-se ditionito de sodio ao liquido de perfusao, o que 
o torna anaerobico.
II.2.1.2. Pr o d u ç ã o de l a c t a t o e p i r u v a t o
A dosagem de L-lactato e piruvato, foi feita enzima- 
ticamentem em volume final de 1,OmI (GUTMAN & WAHLEFELD, 1974; 
CZOC & LAMPRECHT, 1974)- 0 sistema para dosagem de lactato con­
tinha. tampao glicina 0,lM-hidrazina, 0,4M, pH 9-5/ NAD + 1,5mM e 
3U de lactato desidrogenase. A quantidade de NADH formado, foi
determinada a 340nm, apos 90 minutos de incubaçao.
0 piruvato foi dosado em meio contendo: tarçipao tris- 
HCI 0,1M, pH 7/4; NADH 0.15mM e 0.1U de lactato desidrogenase.
A produção do metabolitos foi expressa em ymoles x 
— 1 —1 ^min x g de figado, sendo calculada pela seguinte formula:
F. A ■ D ._________ _
FP e FL = ^ 0 0  i r>3 n onde FP e FL sao respectivamente6,22 x 10 x P
a produção de piruvato e lactato, F e o fluxo do I iquido de per-
fusao através do orgao, A, a variaçao da absorbanc i a., D, a di I u_i_
çao da amostra e P, o peso do figado.
Com a final idade de se verificar a influencia do me- 
totrexato no metodo de dosagem destes metabolitos, padronizou-se 
as condiçoes experimentais em presença de metotrexato, em conceji 
trações similares aquelas presentes no sistema de reaçao. 0 gra-
fico a seguir mostra que a dosagem de lactato, nas condições ex­
perimentais nao e afetada pela presença da droga.
Curva de calibraçao para dosagem de L-lactato, na presença e au­
sência de metrotrexato.
(o) L-lactato dosado na ausência da droga
(•) L-lactato dosado na presença da droga
II.2.1.3. Pr o d u ç ã o de g l u c o s e
As dosagens de glucose, foram feitas pelo metodo da 
o-toluidina, como descrito por DUBOWSKI (1962).
II.2.2. De t e r á i n a ç ã o d a V i a b i l i d a d e Ce l u l a r
A viabilidade celular, foi determinada usando-se o
corante vital azul de trypan (PHILLIPS, 1973)/ tecn i ca que se b«a
 ̂ #v /■ *seia no fato de que células nao viáveis se coram enquanto que ce 
lulas viáveis nao. Por meio desta técnica, tem sido demonstrado 
que as células que se coram, nao respiram, nao glicolisam e nem 
desempenham qualquer outro processo metabolico.
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A solução de azul de trypan foi preparada a 0,4%(p/v) 
em solução salina constituída de 5mM de KI^PO^; 140mM de NaCI e 
25mg% de acido benzoico como preservativo. 0 pH foi ajustado a
7,4- Para cada ml de suspensão celular, usou-se 0,lml da solução 
do corante. A porcentagem de células viáveis foi calculada usan­
do-se a relaçao:
 ̂  ̂ células nao-coradas
% de células viáveis = --     x 100,
células coradas + nao coradas
sendo que as preparações apresentaram 90% de viabilidade por es­
te metodo.
II.2.2.1. Ef e i t o d o m e t q t r e x a t o  s o b r e a  v i a b i l i d a d e  c e l u l a r
Para a determinação do efeito do metotrexato sobre a 
viabilidade celular, as células foram ressuspensas em tampao 
trizma 25mM, pH 7/4/ contendo: 0,7mM de Naf^PO^, 5mM de KC I, 
140mM de NaCI e 2% de soro fetal. Á proporção de 10 células
por mililitro, as células foram incubadas na presença do metotre 
xato, em concentraçoes que variaram de 0 a l,0mM, ficando expos­
tas a açao da droga durante uma hora, em temperatura de 37°C e 
com agitaçao de 120 rotaçoes por minuto. Apos, o sistema foi di­
luído dez vezes com o tampao ja descrito, gelado. As células fo 
ram colocadas em banho de gelo e foram avaliadas imediatamente 
quanto a viabilidade, com azul de trypan, em microscopio CarI 
Zeiss-Jena, equipado com contraste de fase.
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II.2.3. De t e r m i n a ç ã o d a a t i v i d a d e d e f e r r i c i a n e t o  r e d u t a s e e da
EJEÇÃO DE PRÓTONS TRANSMEMBRANA PLASMÃTICA 
11.2.3.1. Re d u ç ã o d o f e r r i c i a n e t o
Células HeLa, apos colhidas e convenientemente lava­
das, foram ressuspensas em tampao constituído de: 25mM de trizma 
base, 0,7mM de Nal^PO^, 5mM de KC I, 140mM de NaCI, sendo o pH a­
justado a 7,4 (TD).
A redução do ferricianeto por células intactas, foi 
registrada em 500-420nm a temperatura constante de 37°C, em es- 
pectrofotometro Aminco-Chance Dual WaveIenghts/SpI it Beam Recor­
der .
0 sistema de incubaçao em um volume final de 3,0 ml, 
continha: 0,3mM de ferricianeto de potássio, células em quantidja 
de adequada para cada experimento e o tampao TD, ja descrito,pre 
aquecido a 37°C. A atividade enzimatica foi calculada, usando-se 
o coeficiente de extinção molar para o ferricianeto de 1040cm *x
M"1 (CREUTZ & SUTIN, 1973).
0 efeito do metotrexato sobre este sistema, foi verĵ  
ficado pela adiçao da droga, apos registro da atividade inicial.
11.2.3.2. Ej e ç ã o de p r o t o m s
A I iberaçao de protons, induzida pela adiçao do fer­
ricianeto às células, foi determinada em potenciometro E 520, Me 
trohm Herisau, acoplado a um registrador Recti-Riter, Texas Ins 
truments Incorporated e associado a um expansor de escala,de tal
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modo que, a escala inteira, corresponde a 0.2 unidades de pH. As 
células, colhidas apos breve tratamento com tripsina, ja descri­
to, foram suspensas em solução salina tamponada. As experiencias
foram desenvolvidas em volume final de 5,0ml, a temperatura de
33°C, e com agitaçao constante.
0 meio de reaçao usado foi solução de sacarose 0,1M, 
contendo lOmM de KC I , 25mM de NaCI, lOmM de CaC^/ e 1, OmM de
fosfato de sodio. 0 pH desta solução foi ajustado a 7,4 com hi­
dróxido de sodio, l,5mM, no momento de usar. Quando o ensaio 
foi feito em presença de metotrexato, o ajuste de pH foi feito a 
pos a adiçao da droga. Uma vez acertado o pH, adicionou-se as ce 
lulas (8 x 105 células por ensaio), sendo a reaçao iniciada pela 
adiçao de 2,OmM de ferricianeto de potássio. 0 efeito do metotre 
xato sobre esse sistema, foi verificado apos quatro minutos de 
pre-incubaçao das células, com a droga. Os resultados foram ex­
pressos em nanomoles de protons liberados por minuto, nas condi­
ções experimentais.
11.2.*». Av a l i a ç ã o d a r e s p i r a ç ã o c e l u l a r e d o e f e i t o  Cr a b t r e e
A respiraçao celular foi determinada a 30°C, em e- 
letrodio de oxigênio (Modelo Rank Brothers-Cambridge, England) a 
copiado a um registrador (Recti-Riter da Texas Instrumental In­
corporated). As células foram suspensas em meio de Tyrode, assim 
constituído: 13 OmM de NaCI, 5mM de KC I , 1 mM CaC 12 • 2 H20; 0, 5mM
de MgS04 . 7 H20 ; 12 mM de NaH2P04 . H20; 24mM de NaHCO^, pH
7,4- Soro albumina bovina, foi adicionada a 25mg%.
As experiencias foram desenvolvidas em volume de
2,01X11 usando-se como meio de reaçao, a própria solução de Tyro­
de. Apos o registro da respiraçao celular com substratos endóge­
nos, o efeito Crabtree foi verificado pela adiçao de 1,OmM de 
glucose ao sistema de reaçao.
A porcentagem do efeito Crabtree, foi calculada usan 
do-se a formula:
Consumo 0« (endogeno)- Consumo 0^ (glucose)
% EC = ---------------------  :- ------  x 100
Consumo O2 (endogeno)
(WENNER, 1979).
A açao do metotrexato foi verificada, adicionando-se 
a droga diretamente ao sistema.
0s experimentos foram feitos a 30°C. A velocidade
da respiraçao celular foi calculada, considerando-se que a solu- 
bil idade do oxigênio a 30°C e 1 atm e de 241,6pM (ESTABR00K ,1967).
II.2.5. Ef e i t o d o m e t o t r e x a t o s o b r e a  6l i c ó l i s e d e c é l u l a s HeLa
II.2.5.1. Co n s u m o  d e g l u c o s e , p r o d u ç ã o d e l a c t a t o e -p i r u v a t o ,por
CÉLULAS I INTACTAS
Células suspensas em solução de Tyrode, foram i ncut>£
das a 36°C, com agitaçao de 120 rotaçoes por minuto (banho-maria
Doudnoff). Ao tempo zero, adicionou-se glucose, enquanto que a 
droga, foi adicionada geralmente aos quinze minutos de incubaçao 
e a concentração de 0,4mM. Do sistema, foram retiradas alíquo­
tas, a intervalos de tempo regulares e, as células foram separa­
das rapidamente por centrifugação a 5;000 x g, por tres minutos
O fa 0-4 C, em centrifuga Beckman, Modelo J21B.
A produção de L-lactato e de piruvato, foi determina 
da no sobrenadante, usando-se a metodologia descrita em Mate­
riais e Métodos, i tem 11.2.1.2. A concentração dos metabo I i tos, 
foi expressa em ymoles de lactato ou piruvato produzidos por ml 
da suspensão.
0 consumo de glucose, foi determinado usando-se a 
metodologia descrita em Materiais e Métodos item 11.2.1.3-
Para IeIamente, amostras da mesma suspensão de célu­
las, foram analisadas quanto ao consumo de oxigênio, pelo meto- 
de Warburg.
II.2.5.2. Do s a g e m d e m e t a iÓl i t o s i n t e r m e d i á r i o s
Suspensão de células em salina tamponada a pH 7,4 ,
foi dividida em duas porçoes, que foram pre-incubadas aerobica- 
mente por dez minutos a 35°C, com agitaçao constante, na ausên­
cia (C) ou presença (D) de 0,4mM do metotrexato. Em seguida, adj_ 
cionou-se 1,OmM de glucose as células retirando-se uma alíquo­
ta de cada amostra, que foi imediatamente inativada. As porçoes 
restantes, permaneceram incubadas por dez rninutos, sendo apos es> 
se tempo, também desproteinizadas. Para IeIamente, usando amos­
tras da mesma suspensão, determinou-se a respiraçao das células, 
em eletrodio de oxigênio.
A atividade metabólica das células, foi interrompida 
pela adiçao de acido perclorico gelado, em concentração final de 
0,5M * As amostras, foram neutralizadas com solução de hidroxido 
de potássio, na presença de solução de Hepes 0,2M e entao cen­
trifugadas a 25-000 x g por quinze minutos.
Os metabolitos, foram determinados no sobrenadante 
por métodos enzimaticos, acompanhando-se a oxidaçao do NADH e do 
NADPH, ou a redução do NAD+ e do NADP+, a 340nm. Em todos os ca­
sos, o branco era constituído da mistura de reativos,sobrenadan­
te neutralizado, excluindo-se as enzimas envolvidas na dosagem.A 
leitura das absorbancias, foi feita apos um tempo pre-determina­
do de incubaçao com a(s) enzima(s), o que garantia o consumo to­
tal do metabolito.
Usou-se para tal, um espectrofotometro Beckman, mo­
delo DB, acoplado a registrador (Linear and Log Potentiometric 
Recorder) e a um expansor, ambos da Beckman e cubetas de lcm de 
cam i nho ot i co.
II.2.5.2.1. De t e r n i n a ç a o  d a g l u c o s e -6-f o s f a t o , f r u t o s e -6-f o s -
FATO E ATP
( 1 ) 
( 2 ) 
(3)
GÓP + NADP ' ft PP.K-t* 6 f osf og I ucono I actona + NADPH + H +
FÓP — -- ^ GÓPK-----
t
Glucose + ATP - ^ GÓP + ADP
0 sistema de incubaçao para dosagem de gIucose-6-fo£ 
fato (, .íação 1) (LANG & MICHAL, 1974), em volume final de l,0ml, 
era constituido de: tampao trietano Iamina, 200mM, pH 7,6; 20mM 
de NADP ; 5mM de MgC^; amostra de 3yg/ml de GÓPDH.
A frutose-6-fosfato, foi determinada na sequencia 
(reaçao (2)), adicionando-se lOpg/ml de FGI.
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0 ATP, foi determinado na mesma cubeta, pela adi- 
çao de glucose (50mM) e hexoquinase l,3U/ml (LAMPRECHT & TRAUTS- 
CHOLD, 1974).
I I . 2.5.2.2. Determinação de dihidroxiacetona fosfato, gliceral- 
deido-3-fosfato e frutose-1,6 bisfosfato
+ GDH^DAP + NADH + H ^  L- g I i cero I-3-fosfato + NAD+ (4)
t _____________________________________
 1T I 1
GAP %----  DAP (5)
t ----------------------------------------------------------
ALDOLASE '
F-1,6 P2   DAP + GAP (6)
A dosagem de dihidroxiacetona fosfato e gliceraldei- 
do-3-fosfato (MICHAL & BEUTLER, 1974)» foi feita no seguinte sÍ£ 
tema: tampao tr i etano I am i na, 200mM, pH 7» 6; NADH, 0, 1 mM; amostra 
2,6U de glicerol fosfato desidrogenase, 20U de triose fosfato i- 
somerase (reações (4)» (5))- Frutose- 1,6-b i sfosfato, foi determj^
nada na mesma cubeta, adicionando-se 1,011 de a I do I ase (reaçao (6)).
I I . 2.5.2.3. Determinação de pirovato e fosfoenolpiruivato
Piruvato + NADH + H+ LDH ^ Lactato + NAD+ (7)
1
PEP + ADP ^ Piruvato + ATP (8)
A dosagem de piruvato e de f osf oeno I p i r uvato, f o i feĵ  
ta na mesma cubeta. 0 sistema de reaçao, para dosagem de p i ruva-
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to, era assim constituído: tampao tris-HCI lOOmM, pH 7,4; 0,15mM 
NADH, amostra e 0,1U de lactato desidrogenase. A reaçao embora 
rapida, foi desenvolvida em vinte minutos, a fim de se superar 
a inibição da lactato desidrogenase,em presença de metotrexato.
Na sequencia, determinou-se o PEP com a adiçao de 
3/0mM de ADP, lOmM de MgSO^, 40mM de KC I e 0,17U de piruvato qui 
nase (CZOK & LAMPRECHT, 1974).
II.2.5.2.4. Determinação de ADR
PK
PEP + ADP ----- ^ Piruvato
Piruvato + NADH ^ lactato + NAD +s:-----
A determinação do ADP, toi feita em duas etapas. I­
nicialmente, foi removido todo o piruvato do sistema, pela lactâ  
to des i drogenase, em sistema constitui do de tampao tris-HCI lOOmM, 
pH 7,4; 0,15mM de NADH, amostra de 0,1U de lactato desidrogenase. 
Em seguida, o ADP foi determinado pela adiçao de lmM de PEP,10mM 
de MgSO^, 40mM de KC I e 3,OU de piruvato quinase.
II.2.6 . StaDIDA DAS ATIVIDADES EMZIMÁTICAS DE HOMOGEMATO DE CÉLU­
LAS DeLa.
A atividade das des i drogenases, foram determinadas â 
traves variaçao na absorbancia do NAD ou NADP , a 340nm em tem 
peratura de 28°C, usando-se um espectrofotometro Aminco - Chance 
Dual WaveIenghts/SpIit Beam, acoplado a registrador. . 0.calculo
das atividades enzimaticas, foi feito usando-se o coeficiente de 
extinção de 6,22 x 10 ^.cm
II.2.6 .1 . Efeito do metotrexato sobre a atividade da Lactato 
Desidrogenase (E.C.1.1.1.27. L-lactato:!!AD oxidore- 
dutase)
Reaçao catai izada 
Piruvato + NADH + H+ — L-lactato + NAD +
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0 sistema de reaçao continha: 0,33mM de piruvato de 
sodio, 0,13mM de NADH, 50mM de tampao fosfato de sod i oi pH 7,5 e 
quantidades de extrato, adequadas para cada experimento, num vo­
lume final de 3,0ml. A reaçao ocorreu a 25°C.
A droga foi adicionada ao sistema, apos medida da ve 
locidade inicial, em concentrações finais que variaram de 0,03 
a 0,46mM.
Para se estudar o tipo de interaçao entre o metotre- 
xato e o NADH, frente a lactato desidrogenase, a concentração de 
piruvato foi mantida em 0,35mM (10 vezes o Km determinado nas 
condiçoes experimentais), reaI i zando-se os experimentos frente a 
concentrações variaveis de NADH, em concentrações fixas de meto- 
trexato. 0 mesmo ensaio, foi desenvolvido fixando-se a concentra 
çao de NADH e variando aquela do metotrexato. 0s resultados 
foram analisados usando-se a metodologia dos minimos quadrados 
(MELL0R, 1955) e lançados em grafico conforme LINEWEAVER - BURK 
(1934), DIX0N (1953) e C0RNISH-B0WDEN (1974).
II.2.6.2. Ef e i t o d o m e t o t r e x a t o s o b r e a a t i v i d a d e d a g l i c e r a l d e í
DO 3-FOSFATQ BESIDROGEÍMASE (E.C.1 .2.1.12.D-GLICERALDEÍ 
do-3-fosfato: HAD oxedorebotase)
Reaçao cataiisada:
D-gI iceraIdeido-3“fosfato + Pi + NAD - ^ 1,3-difosfo-D-gl icerato + NADH
A atividade da gI icera I deido-3~fosfato desidrogena- 
se, foi medida a 25°C, segundo o metodo arsenolitico de DAGHER & 
DEAL (1977).
0 sistema de reaçao, em volume final de 3,0ml era
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constituído de tampao tris-HCI, 50mM, pH 8,0, contendo 1,OmM de 
EDTA e 12mM de arseniato de sodio. NAD foi adicionado ao siste­
ma a concentração final de 1,OmM e gI icera I deido-3-fosfato a con 
centraçao final de 0,73mM. 0 extrato livre de células foi adicio 
nado em quantidade adequada para cada experimento. Apos a medi­
da da velocidade inicial, a droga foi adicionada ao sistema em 
concentrações finais que variaram de 0,07 a 0,70mM.
I I .2.6.3. Efeito do metotrexato sobre a atividade da glucose-6-
FOSFATO DESIDR0GEIMASE (E.C.1.1.1.49 -i-GLÜCOSE-8-FOSFA 
to MADP ©xidoredutase)
Reaçao catai isada:
D-glucose-6-fosfato + NADP — — —-— ~^D-glucono 6 lactona-6-fosfato+NADPH + H
0 sistema de reaçao a 25°C, era constituído de: tam­
pao t r i et ano Iam i na 40mM, pH 7,6;NADP+ 0,6mM, MgC^/ 6,OmM; GÓP, 
3,OmM e quantidade adequada de extrato. A atividade da glucose- 
6-fosfato desidrogenase, foi analisada frente a concentrações va 
riaveis de metotrexato.
II.2.6.4. Efeito do metotrexato sobre a atividade da piiíiuivato 
quinase (E.C. 1.7.1.40. ATP:pirüvato fosfcífraikisferase)
Reaçao catai isada:
P KPEP + ADP ---- > ATP + pi ruvato
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A atividade da piruvato quinase de células HeLa, foi 
medida em sistema de reaçao constituído de 1, OmM PEP; 5,OmM ADP,
1OmM KC I; 2,5mM MgSO^, 34p9 de proteina do extrato bruto em voIu 
me final de 0, 5 <n I . A droga foi adicionada ao sistema em concen­
trações variaveis de 0,1 a 1,OmM. A reaçao ocorreu a 37°C por 15 
minutos. 0 piruvato formado foi determinado coIorimetricamente 
(ZANCAN et al, 1964)/ adicionando-se ao sistema 0,15mI do reati­
vo de 2,4 dinitroféniIhidrazina (0,1% em 2N HCI), aguardando-se 
o tempo de cinco minutos, para entao se adicionar 0,2ml de NaOH 
10N e 1,1 ml de etanol. As leituras foram feitas em 520nm, em a­
parelho Coleman Jr.
II. 2.7. R e d ida d a s a t i v i d a d e s e n z i k á t i c a s d o  komogepíabo d e f í g a d o
DE RATO
II.2.7.1. Ef e i t o d o m e t o t r e x a t o s o b r e a  a t i v i d a d e d e g l i c o gÈímio
FQSFORILASE TOTAL DO H0M06EMAD0 DE FÍGADO DE RATO (E.
C. 2.4.1.1. <x-g l(ica no(g l i c o gÊn i o ) (1 4): o r t o f o s f a t o
4-GLÜCOSILTRAÜSFERASE(FOSFORILASE)
Reaçao cataiisada:
Gno + Pi Gno + G1PS----------
/ glucose \ / , \
(n ) ^n-19 ucose'
A atividade da glicogenio fosfori I ase foi determina­
da no sentido da sintese de glicogenio, medindo-se o Pi libera­
do. 0 sistema de incubaçao em volume final de 0,15ml e a pH 6,1
era constituído de 2>5mg de glicogenio; l,,67mM de AMP; 0,llmM
G1P; 0,17M de NaF.
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A droga foi adicionada diretamente ao sistema. A rea 
çao ocorreu por quinze minutos a 37°C, sendo interrompida pela 
adiçao de lml de TCA a 10%, permanecendo por cinco minutos em ba 
nho de gelo. Apos, adicionou-se 3,4ml de agua deionizada e cen­
trifugou-se a 12.000 x g por 15 minutos e o Pi liberado," . foi medi­
do no sobrenadante, conforme descrito em Materiais e Métodos, i­
tem 11.2.8.
II.2.7.2. Ef e i t o d o m e t o t r e x a t q s o b r e a  a t i v i d a d e d a g l o c o s e -6-
FOSFATASE (E.C. 3.1.3.9*D-GLUCOSE-6-FOSFATO FOSFOHI- 
d r o l a s e d e h o b d g e m a t o d e f í g a d o d e r a t o )
Reaçao cataiisada:
D-G I ucose-6-f osf ato + ^  0 - ^^--a-s-e> D-glucose + Pi
A atividade da gIucose-6-fosfatase, foi medida em 
sistema de reaçao constituído de tampao acido ma Ieico/NaOH, 60mM 
pH 6,5; 20mM de GÓP e homogenado em quantidade adequada. 0 efei­
to do metotrexato foi determinado pela introdução da droga dire­
tamente ao sistema. A reaçao ocorreu por quinze minutos a 37°C , 
sendo interrompida pela adiçao de 1,0mI de TCA a 10% permanecendo 
em banho de gelo por cinco minutos. Apos a adiçao de 1,0mI de a­
gua deionizada, centrifugou-se a 12.000 x g por 10 minutos e no 
sobrenadante efetuou-se a dosagem de Pi.
II.2.8. Do s a g e m  de P i
Para a dosagem de Pi, todo o material foi previamen
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te tratado com HCI e exaustivamente lavado com agua deionizada.A
dosagem de Pi, foi feita com reagente de verde malaquita, con­
forme descrito por TASHIMA & YOSHI MURA (1975).
II.2.9. Do s a g e m  de p r o t e í n a
A dosagem de proteina foi feita pelo metodo de LOWRY 
et al (1951)/ usando-se como padrao, soroalbumina bovina.
I I I .  Resultados e D iscussão
Efeito do metotrexato em fígado perfundido
Em mitocondrias isoladas de figado de rato, o meto- 
trexato promove alterações que estao associadas a inibição das 
des idrogenases dependentes de NAD+ e de NADP+ (YAMAMOTO, 1985). Consideran 
que este medicamento pode se acumular no figado (ZAHARKO et al,
1965), os experimentos cujos resultados sao descritos a seguir , 
foram feitos a fim de se detectar possiveis reações adversas ao 
orgao i ntacto.
III.l. Efeito do metotrexato em fígado de rato alimentado
A figura 1, mostra o efeito do metotrexato quando 
perfundido em dose unica (0,4mM) em figado isolado de rato ali­
mentado. Como nao foi adicionado substrato ao liquido de perfu- 
sao, as atividades metabólicas do orgao sao mantidas por mobili­
zação de substratos endogenos, por exemplo, glicogenio e acidos 
graxos. Nestes experimentos analisou-se o consumo de oxigênio, 
glicolise e glicogenolise.
Com a infusão da droga, aos dez minutos do experimen^ 
to, o consumo de oxigênio que estava em 2,76iimoles x min  ̂ x g } 
aumenta para 3,Ô7pmoles x min  ̂ x g  ̂ (11%) , chegando a
3,22ymoles x min  ̂ x g  ̂ (17%)/ aos vinte e oito minutos do expe
rimento, quando entao se interrompeu a infusão do rnetotr exato. Re_ 
tirada a droga, o consumo de oxigênio retorna quase aos valores
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iniciais (3/Oymoles x min  ̂ x g sugerindo uma açao reversí­
vel . 0 efeito do metotrexato em estimular o consumo de oxigênio, 
embora discreto, e reprodutive I .
Pelos resultados apresentados nesta figura, verifi­
ca-se que o metotrexato promove alterações discretas na produção 
de lactato e piruvato. Logo no inicio da infusão da droga, a pro 
duçao dos dois metabolitos aumenta, transitoriamente. Ao termino 
da infusão do metotrexato, a produção de piruvato retorna a valo 
res similares aos iniciais, enquanto que a produção de lactato 
cai para valores inferiores aos iniciais. Em termos quantitati­
vos, considerando a glicolise como a somatoria de lactato e piru 
vato (KI MM IG et al, 1983), no inicio do experimento, o valor ob­
servado estava em torno de 2,llymoles x min  ̂ x g Com a infu­
são da droga, este va I or aumentou para 2,36ym0.les x min  ̂ x g 
isto e, um estimulo de 11%; aos vinte e oito minutos do experi­
mento, a glicolise havia diminuido para l,75nnioles x min  ̂ x g  ̂
ou seja, 17% a menos em reIaçao aos valores iniciais.
Enquanto as alterações observadas no consumo de oxi­
gênio, produção de lactato e piruvato foram discretas, o efeito 
do metotrexato sobre a liberaçao de glucose, foi marcante. A pro 
duçao deste metabolito duplica, assim que se inicia a infusão da 
droga, permanecendo em niveis elevados durante todo o tempo em 
que a droga e fornecida ao sistema. Como a perfusao foi reaIiza- 
da em sistema nao recirculantè nao ocorre acumulo de metaboI itos 
(KIMMIG et al, 1983)/ sendo assim toda a 9lucose liberada pelo 
orgao, e proveniente do glicogenio.
Com a finalidade de verificar se o efeito do metotre 
xato sobre a liberaçao de glucose era dependente da concentração
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usadâ da droga, foram realizados os experimentos cujos•resuItados 
estao apresentados na figura 2. Nestes experimentos, a concen­
tração da droga foi gradualmente aumentada no decorrer da per- 
fusao e como anter iormente, nao se adicionou substratos ao meio. 
Os parametros analisados foram: consumo de oxigênio, produção de 
lactato, piruvato e de glucose.
Observa-se que por infusão gradativa, a droga pra­
ticamente nao altera o consumo de oxigênio. Quanto a produção de 
lactato e piruvato, o comportamento foi aproximadamente o mesmo 
observado no experimento com a infusão da droga em dose unica. A 
concentração de 0,08mM do metotrexato, ocorre um aumento transi­
tório na produção dos dois metabolitos. No decorrer do experimeri 
to, enquanto que os niveis de piruvato liberado tendem a aumen­
tar, os de lactato diminuem, sendo este efeito mais evidente
a concentração de 0,8mM.
Em termos quantitativos, a liberaçao de glucose que 
no inicio do experimento ocorria a velocidade de 0,9ymoles x
min  ̂ x g aumenta para 3,7ymoles x min * x g isto e, 4/1 vezes, 
a concentração de 0,8mM. 0 piruvato, I iberado a uma velocidade de 
0,2vimoles x min  ̂ x g antes da infusão da droga, aumenta pa­
ra 0,5ymoles x min  ̂ x g ao se infundir 0,8mM de metotrexato,
enquanto que o lactato a essa concentração da droga, apresenta- 
se em niveis similares aos iniciais (O,75pmoles x min * x g ^).
A figura 3 (media de tres experimentos similares
ao da figura 2), mostra que existe uma correlaçao bem- definida
entre a liberaçao de glucose e a concentração da droga. 0 perfil
 ̂ * 
do grafico, parece sugerir um processo saturavel, em concentra­
ções superiores a 0,8mM de metotrexato.
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FIGURA 1. Efeito do metotrexato sobre o consumo de oxigenio/ 9l « 
cogenolise, produção de L-lactato e de piruvato, em per- 
fusao de figado isolado de rato.
Figado de rato alimentado foi perfundido com Krebs- 
HenseIeit-bicarbonato (pH 7,4) com fluxo de 35ml por minuto. 0
consumo de oxigénio foi medido poIarograficamente. Aliquotas do 
perfusado foram coletadas para a dosagem de glucose, L-lactato e
piruvato, conforme descrito em Materiais e Métodos.
A infusão do MTX, ocorreu entre os 10 e os 28 minutos 
do experi mento.
(o) Liberaçao de glucose 
(©) Produção de L~lactato 
(x) Produção de piruvato 



















FIGURA 2. Efeito da concentração do metotrexato sobre a glico-
genolise, glicolise e consumo de oxigênio, em perfu-
sao de fígado isolado de rato.
Mesmas condiçoes experimentais da Figura 9- MTX foi in 
fundido no sistema com auxilio de uma bomba de precisão, nas
concentrações e tempos indicados.
(*) Proc .çao de L-lactato 
(o) Produção de glucose 
(x) Produção de piruvato 
(*) Consumo de oxigênio
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FIGURA 3
O 0,2 0,4 0,6 Ofi
[MTX] m M
. Efeito da concentração do metotrexato sobre a 
çao de glucose em figado perfundido.
I i bera-
Condiçoes experimentais descritas na Figura 10.
II 1.2. Ef e i t o p o m e t o t r e x a t o s o b r e a  glicomeogêinese
A fim de se observar o feito do metotrexato sobre a 
gliconeogenese, foram realizados experimentos de perfusao da dro 
ga, em figado isolado de rato submetido a jejum de vinte e qua­
tro horas, situaçao onde a quantidade de glicogenio no orgao e 
baixa. Nesta situaçao, a liberaçao de glucose, promovida pela \n 
fusao de um substrato precursor da gIiconeogenese, fornece uma 
boa aproximaçao do processo (KI MM IG et al, 1983)-
Os resultados obtidos com a infusão de 5,0mM de piruva­
to e de metotrexato (dose unica de 0,4mM), estao apresentados na 
figura 4- Os parametros analisados foram: consumo de oxigênio 
e a produção de lactato e glucose, a partir do piruvato infundi­
do .
0 consumo de oxigênio, foi discretamente estimulado 
com a infusão do metotrexato. Este efeito, similar aquele ja ob­
servado em experimento anterior (figura 1),parece.' nao depender 
do estado metabolico do orgao.
A produção de lactato, aumenta com a infusão do meto 
trexato, porem, nos minutos seguintes, apos retirada da droga re 
torna para valores basais. 0 aumento na produção de glucose, foi 
interpretado como um estimulo na degradaçao de glicogenio, que , 
apesar do jejum, persiste no figado.
A açao do metotrexato em figado perfundido, parece 
ser unica quando comparada com outros agentes gIicogenoIiticos . 
Inibidores respiratorios, como por exemplo o cianeto, por meca­
nismos nao bem esclarecidos estimulam a gIicogenoI ise (CONAGLEN 
et al, 1984)/ porem inibem o consumo de oxigênio, estimulam a
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FIGURA 4- Efeito do MTX sobre a gliconeogenese, produção de L- 
lactato e consumo de oxigênio, em perfusao de fígado 
de rato.
Figado de rato submetido a jejum de 24 horas, foi per­
fundido com Krebs-HenseIeit-bicarbonato (pH 7,4) com fluxo de 35 
ml por minuto. Piruvato foi infundido de 6 a 58 minutos e MTX 
(0,4mM) foi infundido de 22 a 38 minutos do experimento. Demais 
condiçoes experimentais como na Figura 9-
(x) Consumo de oxigênio 
(o) Produção de L-lactato 
(®) Liberaçao de glucose
p
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FIGURA 5- Efeito do metotrexato sobre as atividades de glicogenio 
fosforilase e g I ucose-6-fosfatase de homogenato de figa 
do de rato.
Os sistemas de reaçao eram constituídos de:
a) gIucose-6-fosfatase: tampao acido maleico - NaOH 60mM 
pH 6,5; 20mM de gIucose-6-fosfato; 1,4 mg de proteina dohomogenato 
de figado e MTX nas concentrações indicadas.
b) Glicogenio fosforilase: glicogenio 2,5mg; l,67mM de 
AMP; 0,llmM de gIucose-l-fosfato; 0,17M de NaF; 0,72 mg de p )teina 
de homogenato de figado, pH 6,1 e MTX nas concentrações indicadas.
As incubações foram feitas a 37°C durante 15 minutos,in- 
terrompendo-se as reações com TCA. A concentração de Pi Iiberado 
foi determinada conforme descrito em Materiais e Métodos.
(°) GIucose-6-fosfatase 
(o) Glicogenio fosfori lase
glicolise e inibem a gIiconeogenese, efeitos que de modo algum 
se assemelham aqueles observados com o metotrexato.
Um agente gIicogenoIitico bastante conhecido, e o 
glucagon. Este hormonio, tem a sua açao mediada por aumento dos 
niveis de AMP ciclico, o que ocasiona uma serie de i nterconver- 
soes enzimaticas que culminam com a ativaçao da glicogenio fosfo 
rilase e degradaçao do poIissacarideo. Coordenadamente, se obser 
va uma inibição da glicolise, que e relacionada com a diminui­
ção dos niveis de frutose-2,6-bisfosfato, promovida pela açao do 
hormonio. Estes efeitos, sao acompanhados pelo estimulo no consu 
mo de oxigênio e de um favorecimento a gI iconeogense (KI MM IG 
et al, 1983; HERS et al, 1982).
Os resultados obtidos nestes experimentos, indicam 
que o metotrexato em figado, atua de modo especifico sobre a gI 
cogenol ise. Sua açao discreta sobre a gl icoI ise e consumo de oxĵ  
genio, bem como a ausência de efeitos sobre a g I i coneogenese, p̂ a 
rece excluir um mecanismo de açao similar ao desse hormonio.
Por outro lado, um efeito direto sobre a glicogenio 
fosforilase ou gIucose-6-fosfatase, pode ser excluido, ja que a 
droga nao interfere na atividade destas enzimas em homogenato 
de figado de rato (figura 5)-
Em contraste as observações feitas em mitocondrias \_ 
soladas (YAMAMOTO, 1985), os efeitos do metotrexato no orgao
isolado, nao parecem estar relacionados primariamente a inibi­
ção de desidrogenases; porem, pode ser sugerido um efeito da dro 
ga sobre a lactato desidrogenase, a partir da observaçao do p i ru 
vato acumulado à concentração de 0,8mM de metotrexato(figura 2). 
Alem disso, a droga promove uma diminuição na razao I act ato/p i rij 
vato, observada tanto nos experimentos de dose unica, como tam-
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bem nos experimentos onde se usou mais de uma concentração da 
droga. A razao Iactato/piruvato, tem sido tomada como um indica­
dor do estado redox citop Iasmatico, referente à relação NAÍ/NADH 
(WILLIAMSON et al, 1967).
Entre as varias funções, o figado detém o papel cen­
tral na regulaçao da glucose sanguinea, acumulando glicogenio e 
distribuindo glucose, quando necessário (JEFFRIES, 1973). Assim, 
o metotrexato estimulando a glicogenolise, em concentrações simi 
lares aquelas usadas em clinica , altera uma das funções bási­
cas do orgao, que poderia estar associada a importantes implica­
ções, ao uso da droga.
Efeito do metotrexato em células HeLa
Enquanto que no figado, a capacidade em acumuI ar gli 
cogenio esta associada a uma das principais funções deste or­
gao, células HeLa (REITZER et al, 1979), a exemplo de outras cé­
lulas tumorais (WEBER, 1977b) possuem uma capacidade limitada 
em acumular o poIissacaridio, provavelmente por exibirem um alto 
f I uxo icolitico. Portanto, seria pouco provável, visualizar e­
feitos do metotrexato, a nive I da g I icogenoI ise, nestas célu­
las.
Assim, os experimentos cujos resultados sao descri­
tos a seguir, foram feitos a fim de detectar em células HeLa, 
possiveis alterações metabólicas imediatas, promovidas pela dro­
ga.
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II1.3. Ef e i t o d o  m e t o t r e x a t o s o b r e a  a t i v i d a d e r e d o x  t r a n s k e n - 
BRANIA PLASMATICA
Drogas com atividade antitumoral, com alvos intrace­
lulares bem definidos, podem atuar sobre a atividade redox da mem­
brana plasmatica de células HeLa (SUN & CRANE, 1982, 1985) e em­
bora essa atividade da membrana plasmatica nao tenha papel com­
pletamente definido, parece poder regular a funçao celular. A
atividade redox transmembrana plasmatica, e avaliada através da 
redução do ferricianeto e pela ejeçao de protons, induzida pela 
adiçao deste oxidante a . células intactas (CRANE et a I , 1985 a,b).
Com o objetivo de verificar o efeito do metotrexato 
sobre esse sistema, caracter i zou-se a atividade de ferricianeto 
redutase transmembrana plasmatica.
A figura 6a, mostra a redução do ferricianeto por
células HeLa. Observa-se que nas condiçoes experimentais nao o­
correu variaçao na absorçao do sistema a 500-420nm, na au
sencia de células ou de ferricianeto. Com a adiçao de ferriciane 
to as células, verificou-se que a redução deste ocorre com uma 
velocidade inicial rapida, seguida de uma velocidade mais len­
ta, por varios minutos. Este comportamento, alem de observado 
em células HeLa (SUN & CRANE, 1985)/ e verificado tambem em hepíj 
tócitos isolados (CLARK et al, 1981). Como no figado intacto o 
ferricianeto e predominantemente reduzido em uma so velocidade , 
sugeriu—se que a velocidade inicial de redução do ferricianeto, 
seria devido à presença de células danificadas na preparaçao. Os 
hepatócitos são obtidos por digestão enzimatica do tecido e, as 
células usadas por SUN & CRANE (1985) bem como as células usadas
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neste trabalho, foram colhidas por tripsinizaçao, o que poderia 
causar algum dano a membrana celular. Entretanto, SUN & CRANE 
(1985), visando esclarecer qualquer efeito do tratamento de trip 
sina, usado para Iiberar as células, examinaram a redução do fer 
ricianeto em Iinhagem HeLa S—3, clone que se desenvolve em sus­
pensão e que para serem colhidas, nao sao tripsinizadas. Estas cé 
lulas, reduziram o ferricianeto de modo simi lar e a tripsiniza- 
çao nao modificou a resposta, indicando que a ocorrência de duas 
velocidades de redução do ferricianeto nao e necessariamente de­
vido a presença de células danificadas na preparaçao.
A figura 6b, apresenta o efeito do metotrexato, sobre 
a redução do ferricianeto. Observa-se uma inibição acentuada,que 
e revertida pela adiçao de triton. Considerando que o efeito de­
tergente do triton libera ferricianeto redutases compartimenta I i 
zadas na celula, sobre as quais, provavelmente a droga nao atua 
(YAMAMOTO, 1985), a inibição observada seria devido a uma açao 
especifica do metotrexato sobre a ferricianeto redutase transmem 
brana plasmatica.
A resposta da ferricianeto redutase transmembrana
plasmatica, frente a diferentes concentraçoes de metotrexato, es> 
ta apresentada na figura 7-
Verifica-se que o efeito e dependente da concentra­
ção usada da droga, atingindo-se 50% de inibição a concentração 
de 0,OÓmM. -
0 efeito do metotrexato sobre a ejeçao de protons,\n 
duzida pela adiçao de ferricianeto, e demonstrado na figura 8. 
Observa-se que a droga inibe esta atividade, em um efeito que de 
pende da concentração usada. Inibição de 50%, ocorre em concen­
tração de 0,3mM. Entretanto, a inibição maxima obtida foi de 70%
58.
FIGURA 6. Redução do ferricianeto por células HeLa.
A redução do ferricianeto foi seguida espectrometri- 
camcnte conforme descrito em Materiais e Métodos. 0 sistema de 
reaçao era. constituído de: células HeLa (5*10~*) suspensas em tam 
pao TD pre-aquecido a 37°C. 0 volume final do sistema era de 
3ml, sendo adicionado na ordem indicada: FeCN 0,33mM, MTX 0,4mM 
e Triton X-100 0,033% (v/v).
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FIGURA 7- Efeito do metotrexato sobre a atividade redox transmem
*
brana plasmatica.
0 sistema de reaçao em volume final de 3,0ml e a 37°C, 
era constituído de 5 x 10~* células em tampao TD e 0,33mM de fer- 
ricianeto de potássio. A reaçao foi seguida espectrofotometrica- 
mente em 500~420nm. Após o registro da atividade inicial (que 
serviu como controle de cada experimento) adicionou-se a droga 
nas concentrações indicadas.
FIGURA 8. Efeito do metotrexato sobre a ejeçao de protons, indu­
*
zida pelo ferricianeto em células HeLa.
A ejeçao de protons foi determinada conforme descrito 
em Materiais e Métodos. 0 sistema de reaçao em volume final de 
5/0ml continha: 0, 1M de sacarose, 1, OrnM de KC I , lOmM de NaCI, 
lOmM de CaCI9, 1 , OmM de tampao fosfato, pH 7,4- Células HeLa
(8 x 10 ), foram pre-incubadas com as concentrações indicadas de 
MTX, por quatro minutos, com agitaçao constante e a 33°C. A rea­
çao foi iniciada com a adiçao de 2,OrnM de FeCN.
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em concentração de 0,7mM, o que contrasta com o observado na re­
dução do ferricianeto, quando se atingiu uma inibição de 90% à 
concentração de 0,4mM. Porem, como os experimentos de ejeçao de 
protons foram feitos em meio diferente daquele usado para a re­
dução do ferricianeto, as velocidades relativas dos dois experi­
mentos, nao podem ser comparáveis.
Embora nao se conheça qual o significado funeiona I do 
transporte de eletrons e da ejeçao de protons transmembrana
plasmatica, evidencias recentes indicam que em células HeLa, o 
doador de eletrons intraceIuI ar, e o NADH (NAVAS et al, 1986). 
Por outro lado, a ejeçao de protons, tem sido relacionada com o 
controle do pH intracelular (CRANE et al, 1985b). Portanto, a i- 
nibiçao do transporte de eletrons e da ejeçao de protons promovi 
da pelo metotrexato, poderia estar associada com outras altera­
ções metabólicas, como resposta ao aumento dos niveis de NADH e 
diminuição do pH intraceIuI ar.
II1.4. Ef e i t o d o m e t o t r e x a t o s o b r e a  r e s p i r a ç ã o  d e c é l u l a s HeLa
A analise do consumo de oxigênio, por células i ntac 
tas em presença de metotrexato, foi efetuada com a finalidade de 
se determinar possíveis efeitos da droga, no metabolismo oxidatjî  
vo.
A figura 9, mostra o resultado ac experiencias, em 
que o consumo de oxigênio foi medido poI arograficamente, apos dj_ 
ferentes tempos de pre-incubaçao das células, com 0,4mM de meto­
trexato. Como nao foi adicionado substratos, analisou-se a respj^ 
raçao celular mantida por substratos endogenos.
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0 efeito do metotrexato sobre o consumo de oxigénio , 
nao e muito pronunciado. Verifica-se que quando as células uti Ii 
zam substratos endogenos, a respiraçao foi inibida em 10%, após 
dez minutos de pre-incubaçao, sendo que esta inibição quase nao 
se altera, ate trinta minutos de pre-incubaçao.
A figura 10, apresenta os resultados de experiencias 
em que a respiraçao celular foi analisada sob o efeito de dife­
rentes concentrações de metotrexato. Em condiçoes imediatas, is­
to e, sem pre-incubaçao, nao ocorre alterações no consumo de oxi­
génio, nas concentrações testadas. Por outro Iado, observa-se 
quedem células pre-incubadas com a droga, em concentraçoes supe­
riores a 10 ^M, ocorre diminuição do consumo de oxigénio, obser-
_  o ^  ^
vando-se em 10 M uma inibição de 30%, em relaçao ao controle.
0 efeito do metotrexato sobre a respiraçao celular, 
foi tambem avaliado, na presença de glucose, sendo os resultados 
apresentados na tabela 1. Estes resultados foram analisados, con 
siderando-se 100%, a respiraçao mantida por substratos endoge­
nos. Observa-se na presença de glucose, uma inibição de 40% no 
consumo de oxigénio, o que caracteriza um efeito Crabtree, acen_ 
tuado nestas células. Este valor, e compative I com o descrito pâ  
ra células Erhlich (45%) (G0SALVEZ et al, 1975), linhagens deri­
vadas de Iinfomas de Burkitt (46%) e linhagens IinfobIastoides de 
rivadas do cordão umb i I i cá I (45%) (S0RABY et al, 1983)- Com a adĵ  
çao da droga, observou-se um aumento no consumo de oxigénio, que 
foi dependente da concentração da droga, sugerindo este resulta­
do, que o metotrexato aparentemente - promove uma reversão no efej_ 
to Crabtree.
Considerando que alterações no consumo de oxigénio
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FIGURA 9- Efeito do metotrexato em pre-incubaçao sobre a respi­
ração de células HeLa.
Sistema: Células suspensas em solução de Tyrode foram 
incubadas na presença ou ausência MTX, a 32°C, nos tempos indica^ 
dos. Apos a pre-incubaçao registrou-se a respiraçao mantida por 
substratos endogenos.
(D) Consumo de oxigénio na presença de 0,4mM de MTX.
(o) Contro Ie.
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FIGURA 10. Efeito da concentração do metotrexato sobre a respira 
çao de células HeLa.
A respiraçao celular foi determinada poIarograficamen- 
te conforme descrito em Materiais e Métodos.
Células HeLa, suspensas em solução de Tyrode, foram a­
nalisadas diretamente ( a ), ou pre-incubadas por dez minutos com 
as concentrações de MTX (o).
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TABELA I. Açao do metotrexato sobre o Efeito Crabtree.
Ad i çoes nmoles de O2 Consumidos/ 
min. 0,9.10^ Cel.
%> de Respiraçao em 
re1açao ao endogeno
ENDÓGENO 18,50 100
GLUCOSE (2mM) 11,10 60,0
0,125mM MTX 13,60 73,5
0,250mM MTX 14,90 80,5
0,500mM MTX 16,30 88,1
0,750mM MTX 16,00 86,5
A respiraçao celular foi avaliada medindo-se inicialmente 0 con-
sumo de oxigénio mantido por substratos endogenos (considerada co 
mo 100% para cada experimento), seguindo-se o registro da respir£ 
çao em presença de glucose, apos o que adicionou-se MTX nas con­
centrações indicadas.
Demais condiçoes experimentais descritas em Materiais e Métodos.
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mantido por substrato endogenos, so foram obtidas em condições 
de pre-incubaçao, o estimulo no consumo de oxigênio observado na 
presença de glucose, poderia ser devido a um efeito da droga, so 
bre a via glicolitica.
II1.5. Efeito do metotoexato sobke a glicólise de células HeLa
Para se verificar uma possivel açao da droga a n i ve I 
da via glicolitica, células HeLa foram incubadas com 9mM de glu­
cose, na presença ou ausência de 0,4mM de metotrexato, introduzi 
do no sistema, aos quinze minutos do experimento. Foram avalia­
dos o consumo de glucose, produção de lactato e piruvato e consu 
mo de ox i gen i o .
Verifica-se na figura 11a, que a quantidade total de 
glucose consumida foi de 3,4ymoIes, sendo que a presença de meto 
trexato nao interferiu na captaçao da hexose.
Concomitantemente ao consumo de glucose, foram anaIi 
sadas a produção de lactato e piruvato pelas células. Os resuI ta 
dos estao apresentados na figura 11b. Em linhas gerais,verifica­
se que em presença da droga, a produção de lactato diminui, en­
quanto que a produção de piruvato apresentou uma tendencia em aui 
mentar. Em termos quantitativos, no final do experimento, a pro­
dução de lactato em presença da droga era 75% daquela observada 
nas células controle, enquanto ^ue a produção de piruvato que se 
manteve em niveis baixos nas células controle, em presença o me­
totrexato, ao final do experimento, havia dupIicado.
Considerando a atividade glicolitica como a somató­
ria de lactato e piruvato produzidos, ao final do experimento,as 
células controle apresentavam um fluxo de 2,Ó5ymoI es/hora, en-
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FIGURA 11- Efeito do metotrexato sobre a produção de L-lactato , 
piruvato e consumo de oxigénio e glucose, por células 
HeLa .
„ 7 ^
Células HeLa (10 cel/ml) suspensas em solução cfe Tyro­
de foram incubadas na presença de 9mM de glucose, com agitaçao. 
Aos 15 minutos, adicionou-se 0,4mM de MTX. Nos tempos indicados 
foram retiradas aliquotas para dosar L-lactato, piruvato e gluco
se, conforme descrito em Materiais e Métodos. Num experimento pa
ralelo, dosou-se o consumo de oxigénio, através da metologia de 
Warburg.
a. Consumo de glucose 
(D) Controle
(Bê) Presença de 0,4niM de MTX
b. Produção de lactato e piruvato
(o) lactato e (□) piruvato (controle)
(•) lactato e (B) piruvato (MTX)
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FIGURA 11.
c. Consumo de oxigénio na presença de glucose 
(o ) ControIe
(•) Presença de MTX
d. Consumo de oxigénio na ausência de glucose 
(o) Contro Ie
(•) Presença de MTX
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quanto que, em presença da droga, este valor caiu para 2,0pmoles 
hora, verificando-se uma diminuição de aproximadamente 25%.
Destes resultados, pode-se tambem extrapolar a rela- 
çao NAD /NADH do citosol/ através da razao Iactato/piruvato. Ve 
rifica-se que ao termino do experimento, a razao Iactato/piruva­
to nas células controle era 52 enquanto que nas células trata­
das com a droga cai para 19 isto e, um decrescimo de 2,7 vezes. 
Este efeito poderia sugerir um envolvimento a nive I de desidroge 
nase s .
0 consumo de oxigênio, mostrado na figura 11c, foi 
determinado em experimento paralelo, através da metologia de
WARBURG, usando -se amostras da mesma suspensão de células.
Confirmando as observações feitas em eletrodio, o 
consumo de oxigênio em presença de glucose, foi estimulado pela 
adiçao da droga (figura 11c), porem foi um estimulo transitório, 
ja que, ao termino do experimento, o consumo de oxigênio cai. A 
respiraçao endógena (figura 11 d) e inibida com a adiçao de meto- 
trexato.
Uma redução do fluxo glicolitico, promovido pela dro­
ga poderia justificar o aumento no consumo de oxigênio observa­
do. Uma outra possibilidade, seria um colapso parcial do poten­
cial da membrana mitocondrial interna, provocado pelo metotrexa- 
to, alternativa valida, dadas as observações de YAMAMOTO (1985) - 
Tambem nao pode ser excluida a possibilidade que este afeito se­
ja uma consequência da inibição do sistema redox da membrana plajs 
matica, que alteraria o potencial desta membrana (CRANE et al , 
1985b).
A inibição da glicolise em uma de suas etapas, seria
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acompanhada do acumulo de metabolitos, intermediarios; assim, fo­
ram realizados experimentos, com a finalidade de se encontrar um 
possivel ponto de estrangulamento desta via metabólica. Os re­
sultados apresentados na Figura 12, representam a media de 5 de­
term i naçoes.
Foram analisados o consumo de glucose e os niveis de 
glucose-6-fosfato, frutose-6-fosfato, frutose-l,6-bisfosfato, gl iceral 
deido-3-fosfato e d i h i drox i acetona fosfato, fosfoeno I p i ruvato, piru 
vato e lactato, alem dos niveis de ATP e ADP. 0 experimento foi 
realizado em células pre-incubadas aerobicamente por dez minutos 
na presença ou ausência de 0,4mM de metotrexato, seguindo-se a 
adiçao de 1,OmM de glucose. Os niveis dos metabolitos, referem - 
se a diferença encontrada entre o tempo zero e dez minutos apos 
a adição de glucose. , _
Verifica-se que a quantidade de glucose consumida pe
las células controle e células tratadas com a droga, foi de
343,8 e 346,8 nanomoles por ml de suspensão, respectivamente. Os 
niveis de gIucose-6-fosfato das células tratadas com metotrexa­
to, foram simi lares ao de células controle. A mesma observaçao e 
verdadeira para frutose-6-fosfato.
Os niveis de frutose-1,6-bisfosfato, apresentaram u­
ma diminuição de 13% em relaçao ao controle.
Contrastando com o observado nas hexose fosfato, os 
níveis das trioses foram alterados pela presença da droga. Veri­
fica-se que dihidroxiacetona-fosfato e gI icera I deido-3~fosfato , 
aumentaram em 53%, enquanto que os niveis de fosfoenolpiruvato 
dupI içaram.














FIGURA 12. Efeito do metotrexato sobre a produção de metabolitos intermedia­
r ios.
- 7 . . .Células HeLa (6 x 10 /ml) foram incubadas aerobicamente por dez mj_
nutos a 30°C, na presença ou ausência de 0,4mM de MTX. Adicionou-se l,0mM de 
glucose (Tq), continuando-se a iricubaç.ao por mais dez minutos (Tjq)* A esses 
tempos, foram retiradas alíquotas, que foram imediatamente inativadas confor­
me em Mater i a i s e Métodos. Os metaboIi tos foram determ i nados no sobrenadante
*
neutra Ii zado e os h i stogramas representam a d i ferença entre os metaboIi tos de 
terminados em T^q e Tq.
Controle MTX
0 consumo de oxigênio foi controlado poIarograficamente, em amos­
tras da suspensão inicial de células. Os números no traçado indicam nmoles O2 
consumido/min x ml de suspensão.
ê
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piruvato (45%) nas células tratadas com metotrexato,enquanto que 
os niveis de lactato diminuíram (30%).
0 perfil obtido para o acumulo de metabolitos inter- 
mediarios da via glicolitica, sugere que o metotrexato possa es­
tar atuando em mais de um sitio nesta via metabolica/ apos a eta 
pa das hexoses-fosfato.
Assim, com o proposito de se detectar alvos poten­
ciais para a açao da droga, foram avaliados o comportamento de 
algumas enzimas de células HeLa, frente ao metotrexato. A anali­
se foi feita em extrato livre de células.
A Figura 13/ mostra o efeito do metotrexato sobre a 
icera I deido-3-fosfato desidrogenase. Verifica-se que a ativida 
de desta enzima foi estimulada por baixas concentrações da dro­
ga. Com o uso de concentraçoes maiores de metotrexato, a ativid^ 
de foi diminuindo, chegando a ser inibida. Em termos quantitati­
vos, a atividade da gI icera I deido-3-fosfato desidrogenase, ( 30
nanomoles de NADH x min  ̂ x mg  ̂ de proteina),tripIicou quando 
se usou 0,13mM de metotrexato, porem, em concentração de 0,4mM , 
(usada nos experimentos com células intactas)apresenta-se ainda 
estimulada em 37%- Inibição da g I icera I deido-3-fosfato desidroge 
nase foi verificada apenas em concentrações superiores a 0,5mM 
da d^oga.
0 efeito do metotrexato sobre a atividade da piruva­
to quii.jse, esta apresentado na Figura 14- Esta enzima, presente 
nos extratos de células HeLa com atividade especifica de 0,2ymo- 
les x min  ̂ x mg  ̂ de proteina, nao sofre açao direta da droga, 
observaçao que desperta interesse, diante do acumulo de fosfoe- 
nolpiruvato observado, sugerindo que a droga, possa alterar os 
mecanismos de regulaçao desta enzima.
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FIGURA 13- Efeito do metotrexato sobre a atividade da gliceral- 
deido~3~fosfato desidrogenase de células HeLa.
Sistema de reaçao: tampao 1RIS-HCI 50mM, pH 8,0, con­
tendo 1 mM de EDTA; gIicera I deido-3-fosfato , 0,73'tiM, NAD+ 0,43mM; 
arseniato de sodio 12mM e l8,6iig de proteina do extrato bruto. 0 
metotrexato foi usado nas concentrações indicadas.
0  2 4 6 8 »0 
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FIGURA 14* Efeito do metotrexato sobre a atividade da piruvato 
quinase de células HeLa.
A atividade da piruvato quinase foi medida em sistema 
de reaçao constituído de: 0,43mM de PEP, 8,5mM de KC I, 2,14mM de 
MgSO^, 4/27mM de ADP e tampao trietanoIamina 70mM, pH 8,5, con­
tendo 17,5mM de EDTA. 0 piruvato formado foi determinado como 
desrrito em Materiais e Métodos.
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Na Figura 15/ esta apresentada a resposta da lacta­
to desidrogenase frente a diferentes concentrações de metotrexa- 
to. A atividade especifica da lactato desidrogenase nos extra­
tos de células HeLa era 144nmoles de NAD + x min  ̂ x mg  ̂ de pro­
teína. A enzima foi inibida pela droga, um efeito dependente da 
concentração usada.
Embora nao se pretendesse efetuar estudos cinéticos 
muito elaborados e se tenha trabalhado com preparações brutas da 
enzima, os resultados foram lançados em grafico, usando-se os
"plots" de LINEWEAVER-BURK (1934)/ DIXON (1953) e CORNISH-BOWDEN 
(1974)/ apresentados respectivamente nas Figuras l6a,b, c. Pelos 
tres tipos de gráficos, observou-se uma caracteristica de inibi­
ção do tipo incompetitiva. A constante de inibição aparente, de­
terminada no grafico de CORNISH-BOWDEN e de 10 ^M.
Os resultados obtidos para a lactato desidrogenase 
de células HeLa, sao semelhantes aos que VOGEL et al (1963) obt_i_ 
veram para a enzima de preparações comerciais, porem, os autores 
relatam ser de 3 x 10 a concentração da droga que promoveu 
50% de inibição, enquanto que a enzima de células HeLa, estava 
50% inibida em concentração de 0,66 x 10 . Esta observaçao, po
de sugerir que a lactato desidrogenase de células HeLa e mais 
sensível à inibição pela droga do que a enzima de preparações co 
merciais. A inibição foi parcial, nao se atingindo em nossas 
condiçoes experimentais, 100% de inibição.
VOGEL et al (1963)/ relatam que o metotrexato e tam­
bém inibidor da gIucose-6-fosfato desidrogenase; assim, verifi­
cou-se o efeito da droga sobre esta enzima, nos extratos de cé­
lulas HeLa; os resultados estao apresentados na figura 17.
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FIGURA 15- Efeito do metotrexato sobre a atividade da lactato de 
sidrogenase de células HeLa (I).
Sistema de reaçao. Tampao fosfato de sodio, 50mM, pH 
7 / 5; p i ruvato de sodio 0,33mM; NADH 0.,13mM; 17^9 de proteinas do 
extrato bruto e MTX nas concentrações indicadas, em volume final 
de 3,0ml. A reaçao ocorreu a 25°C.
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FIGURA 16. Efeito do metotrexato sobre a lactato desidrogenase 
de células HeLa (II). 
a. Gráfico de UNEWEAVER-BURK b. Gráfico de D IXON
c. Grafico de CORNISH—BOWDEN
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FIGURA 17- Efeito do metotrexato sobre a atividade da glucose-6- 
fosfato desidrogenase.
Sistema de reaçao: Tarnpao tr i et ano I am i na, 40mM;pH 7,6; 
gIucose-6-fosfato 0,3mM;NAD+ 0,6mM e l89yg de proteina do ex­
trato bruto, em volume final de 3/0ml. Metotrexato foi adicionado 
nas concentrações indicadas.
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A gIucose-6-fosfato desidrogenase,apresentou-se com 
atividade especifica de 23 nanomoles de NADPH x min~^ x mg-  ̂ de 
prote i na.
Verifica-se que a droga, inicialmente promove uma a- 
tivaçao desta enzima (76% em concentração de 1,6 x 10 ^M), se­
guida por um acentuado efeito inibidor. Em concentração de 0,4mM, 
a enzima apresenta-se com apenas 20% da atividade inicial.
Analisando os resultados obtidos nos experimentos 
mostrados nas Figuras 11 e 12, verifica-se que o metotrexato na 
concentração usada, nao apresenta efeitos imediatos sobre o con­
sumo de glucose. Entretanto, em células Ehrlich, foi observado 
que a droga pode promover uma diminuição na captaçao da hexose 
em efeito bastante pronunciado apos vinte e quatro horas de pre- 
incubação (KAMINSKAS & NUSSEY, 1978; KAMINSKAS, 1979). Os resul­
tados aqui apresentados foram obtidos pela adiçao da droga dire­
tamente ao sistema, ou em um tempo maximo de pre-incubaçao de 
dez minutos e portanto, nao podem ser comparáveis aqueles de cé­
lulas Ehrlich (KAMINSKAS, 1979).
A atividade da hexoquinase frente ao metotrexato,nao 
foi determinada nos extratos de células HeLa. Porem, os valores 
encontrados para os niveis de gIucose-6-fosfato, similares para 
células controles e tratadas com a droga (Figura 12), parecem ex 
cluir um efeito imediato do metotrexato ao nive I desta enzima.
Considera-se que o controle da via glicc'itica, e
feito principalmente pela f osf of r utoqu i nase, sendo que a hexoquj^ 
nase e a piruvato quinase, tambem representariam pontos de con­
trole (SEUBERT & SCHONER, 1971; HERS et al, 1982).
Em células normais, a atividade da fosfofrutoquinase
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e regulada pelos niveis de frutose-2,6-bisfosfato (HERS et al, 
1982). Os niveis deste metabolito nao foram determinados neste 
trabalho, porem publicações recentes (MOJENA et al, 1985) de­
monstram que a fosfofrutoquinase de células HeLa não e muito sen 
sive I a alterações deste modulador. Entretanto, como os niveis 
de frutose-1,6-bisfosfato apresentaram-se discretamente diminuí­
dos, e possivel que haja uma diminuição na atividade desta enzi­
ma, promovida pela droga. Tem sido relatado que os íons H + são 
um dos reguladores da atividade desta enzima (HERS et al, 1982). 
Como a droga inibe a ejeçao de protons transmembrana plasmatica, 
existe a possibilidade de que este efeito possa contribuir com 
aumento da concentração de H+ intracelular e assim, a diminuição 
dos niveis de frutose-1,6-bisfosfato, embora discreta, poderia 
ser uma resposta da fosfofrutoquinase a diminuição do pH intrace 
I u I ar.
Chama a atençao, o efeito do metotrexato em estimu­
lar a, gl icera I deido-3-fosfato desidrogenase nos extratos livres 
de células (Figura 13)/ particuI armente, quando em baixas con­
centrações. Este resultado deve ser analisado com cuidado/ quan­
do se extrapola para a ceIuI a intacta, considerando as eviden­
cias de que em células HeLa, o NADH e o doador de eletrons in­
tracelular para a redução do ferricianeto (NAVAS et al, 1986).Aŝ
sumindo que a inibição do sistema redox transmembrana plasmatica
*
c ntribui para o aumento dos niveis intraceIuI ares de NADH, o e
*feito do metotrexato, sobre a gI icera I deido-3~fosfato desidroge- 
nase na celula intacta, deveria ser inibitorio, ja que esta enzj^ 
ma é fortemente inibida por NADH (DUGGLEBY & DENNIS, 1974; V I EJ_ 
RA et al, 1983).
A diminuição dos niveis de lactato e aumento dos ní­
veis de piruvato (Figuras 11 e 12), sugerem que o metotrexato a­
tinge concentrações intraceIuI ares suficientes para inibir a lac 
tato desidrogenase, contribuindo tambem para o aumento dos ni- 
veis de NADH, Esta hipótese, e vaiidada pela diminuição da rela— 
çao NAD+/NADH, observada.
Concomitante a estes efeitos, verificou-se um estimu 
lo no consumo de oxigênio (Figura 11c), simulando uma reversão 
no efeito Crabtree. A ocorrência do efeito Crabtree, esta rela­
cionada a competição pelo ADP entre a piruvato quinase e a mito- 
condria (GOSALVEZ et al, 1975, 1978). 0 estimulo no consumo de o 
xigenio observado, deve compensar a ceIuI a em termos energeticos 
ja que nao foi detectado alterações imediatas dos niveis de ATP 
(F igura 12), nas células tratadas com a droga; por outro lado, 
com o estimulo da atividade mitocondria I, poderia ocorrer dimi­
nuição dos niveis citop Iasmaticos de ADP, ocasionando portanto u 
ma redução na atividade da piruvato quinase, que justificaria o 
aumento dos niveis de fosfoenoIpiruvato, observado.
A elevaçao dos niveis do fosfoenoIpiruvato, pode con 
tribuir tambem para a redução do fluxo glicolitico destas célu­
las, ja que este metabolito inibe a fosfofrutoquinase de células 
cancerosas, mas nao de células normais (BOSCÂ et al, 1982). Po­
de-se sugerir que a aparente açao do metotrexato sobre a piruva­
to quinase seja transitória, se considerarmos que em periodomais 
longo de i ncubaçao (Figura 11c?), a droga inibiu o consumo de oxĵ  
genio; porem, nao se pode excluir um efeito do metotrexato sobre 
os outros mecanismos envolvidos na regulaçao desta enzima.
E dificiI se estabelecer a causa da inibição da res-
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piraçao mantida por substratos endogenos, apos pre-incubaçao das 
células com o metotrexato; nestas condiçoes, nao se sabe qual 
substrato esta sendo utilizado. Entretanto, sao relevantes as ob 
servaçoes de K0UAM0U0 et al (1981) e de YAMAMOTO (1985) feitas 
respectivamente em mitocondrias isoladas de células Ehrlich e de 
figado de rato, que o metotrexato promove alterações na organe- 
la relacionadas com a oxidaçao de substratos NAd dependentes, em 
funçao do tempo de exposição da organela, a droga.
Os resultados aqui apresentados, indicam que o meto­
trexato promove primeiro as alterações a nive I da membrana plas- 
matica e citosol, para posteriormente, atingir a mitocondria, ja 
que os efeitos sobre a organela sao dependentes de pre-incubaçao 
Isto poderia ser um reflexo da barreira imposta pela membrana mj_ 
tocondrial, dificultando o acesso da droga.
Por outro lado, conforme observado na Figura 18, as 
células permaneceram viáveis nas condiçoes experimentais,num tem 
po de exposição de uma hora a altas concentrações da droga, in­
dicando que os efeitos observados nao sao decorrentes da perda da 
v i ab i I i dade ceIuI ar.
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FIGURA 18. Efeito do metotrexato sobre a viabilidade celular
Células HeLa suspensas em tampao TD (6 x 1 0~Vm I ),
presença de 2% de soro fetaI (v/v), foram incubadas com as 
centraçoes indicadas de metotrexato por uma hora a 37°C e 
agitaçao de 120 rpm.
A viabilidade celular foi determinada com azul de 





IV. D i s c u s s ã o F inal e Co n c l u s ã o
0 efeito citotoxico do metotrexato e atribuído a sua 
ligaçao a dihidrofo I ato redutase, que representa o alvo de maior 
afinidade para a droga, dentro da ceIuI a . A inibição desta enzi­
ma, esta relacionada com a diminuição da sintese de timidilato e 
de purinas, bloqueando a sintese de DNA e em consequência, a pro 
Iiferaçao celular (CADMAN, 1983).
Hoje esta bem estabelecido que os esquemas de tratamen
to am altas doses, permitem que a droga se acumule no citoplasma
* * • ' das células, em niveis maiores do que o necessário para saturar
a dihidrofo I ato redutase, podendo entao nesta situaçao, afetar
outras vias metabólicas (GOLDMAN, 1975). Os resuItados obt idos
neste trabalho, mostram que isto e possivel.
Os aspectos verificados em figado intacto foram: ausen 
cia de efeitos sobre a gIiconeogenese, estimulo reversivel da
g I i cogeno I i se, diminuição da relaçao NAD+/NADH e discreto estirruj 
lo no consumo de oxigênio independente da condição metabólica do 
animal.
0 efeito do metotrexato em figado perfundido foi sur­
preendente, nao so porque nao havia relatos anteriores referen­
tes a droga estimular a g I i cogeno I i se, como tambem pelo modo siri
guiar que esta açao e exercida, nao se comparando a varios agen­
tes gI icogenoI iticos conhecidos. Portanto, os resultados aqui a­
presentados, abrem perspectivas para uma serie de novos estudos, 
visando nao so o esclarecimento do mecanismo pelo qual o metotre 
xato exerce a açao gI icogenoI itica, como tambem, a relevancia
de tais observações para situações " in vivo". Considerando que o 
metotrexato nao altera a liberaçao de glucose quando os niveis
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de glicogenio hepático sao baixos, as implicações clinicas rela­
cionadas a prováveis alterações na glicemia, poderiam ser evita­
das através do uso da droga, em jejum.
A d i minuiçao da razao Iactato/piruvato, sugere que a 
droga pode exercer efeitos sobre desidrogenases, os quais porem 
nao estao relacionados com a açao gIicogenoIitica. Seria necessa 
rio a realizaçao de experimentos em que o tempo de exposição a 
droga fosse maior, a fim de se verificar o significado destas ob 
servaçoes, quanto ao funcionamento do orgao. A diminuição da ra­
zao Iactato/piruvato foi o ponto de relaçao entre os efeitos 
promovidos pela droga no figado e em células HeLa.
Os aspectos verificados nestas células foram: inibição
do transporte de eletrons e da ejeçao de protons transmembrana 
plasmatica; diminuição da produção de lactato, com acumulo de pj_ 
ruvato/PEP, GAP e DAP; inibição da lactato desidrogenase e da 
gIucose-6-fosfato desidrogenase; estimulo a baixas concentra­
ções e inibição a altas concentrações da gI icera I deido-3-fosfato 
des i dr ogenase e um discreto, porem complexo efeito sobre o consiJ 
mo de oxigênio, que foi dependente da condição experimental usa­
da .
A tendencia da droga em inibir desidrogenases ja havia 
sido observada anteriormente (VOGcL ec al, 1963; YAMAMOTO, 1985)- 
Como nao foi obtida nenhuma evidencia " in vitro", de que esta 
droga sofra processo enzi.iatico de oxi-reduçao pr ef er enc i a I mente 
ao NAD+ ou NADP+, poder-se-ia sugerir que houvesse ligaçao do 
metotrexato a algum ponto da superficie destas enzimas,promoven­
do alterações conformacionais que resultariam nas inibições en­
zima ticas observadas.
Foi demonstrado neste trabalho, que o metotrexato es­
trangula o fluxo glicolitico ao nive I da produção das trioses; e 
feito este que e anterior a alterações na velocidade de captaçao 
de glucose pela celula.
Células HeLa, apresentam um alto fluxo glicolitico, o 
qual e responsável nao so por parte da produção energetica como 
tambem por alimentar a via das pentoses-fosfato, com intermedia 
rios precursores (REITZER et al, 1979)- Vale a pena ressaltar 
neste aspecto, que os niveis de gIucose-6-fosfato nao se altera­
ram em presença da droga, o que estaria de acordo com uma inibi­
ção da gIucose-6-fosfato desidrogenase, conforme foi observado 
em extrato livre de células.
Existe porem a possibilidade de o ciclo operar pela 
parte nao oxidativa, utilizando as reações da transceto I ase e 
transaI do I ase, drenando frutose-6-fosfato e gI icera I deido-3~fos- 
fato. Porem, a mobilização destes metabolitos por essa via, se­
ria acompanhada de uma diminuição de seus niveis, o que nao ocon 
reu. Embora estes resultados nao indiquem uma açao da droga a 
nive I da via das pentoses, seria de interesse aprofundar estes 
estudos direcionando-os para a integraçao gI icoI ise-via das pen­
toses, ja que e uma via indispensável nestas células.
Finalmente, chama a atençao o efeito do metotrexato a 
nive I de ferricianeto redutase e da ejeçao de protons transmem­
brana plasmatica. Embora este sistema enzimatico nao tenha o seu 
papel bem definido no contexto do metabolismo celular, os resul­
tados obtidos neste trabalho, somam o metotrexato aos demais 
agentes antineoplasicos (CRANE et al, 1980; SUN & CRANE, 1981 ;
SUN & CRANE, 1985)/ capazes de interferir neste sistema, que re­
presentaria um alvo anterior aquele da dihidrofo Iato redutase.
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Tem sido enfatizado que a atividade redox transmembra­
na plasmatica, contribui com o movimento de protons para fora da 
ce I uI a e, evidencias recentes demonstram que o inicio dos even­
tos mitoticos, esta relacionado a um aumento no pH citossolico 
(GERSON et al, 1982; BRAVO & MACDONALD BRAVO, 1986). A inibição 
deste sistema enzimatico, implicaria em um decrescimo do pH in­
tracelular, o que poderia contribuir para a sua açao antineopla- 
s i ca .
Os efeitos do metotrexato nao podem ser considerados 
letais a celula, em curto prazo, porem, como a açao citotoxica 
deste medicamento tem sido relacionada ao tempo de exposição das 
células a droga, a longo prazo os efeitos sobre a funçao mito- 
condria I devem se fazer presentes e como consequência o rendi­
mento energetico celular poderia vir a ser comprometido.
Os aspectos cons i derados na discussão deste trabalhOjC^s 
tão apresentados na Figura 19*
FIGURA 19- 0 esquema representa um modelo de celula tumoral usan 
do glucose como substrato. A necessidade de ribose 
destas células e maior, portanto a via das pentoses 
ocorre no sentido reverso daquele das células nor­
ma is. Transa I do I ase e transcetoI ase convertem duas 
moléculas de frutose-6-fosfato e uma de gI icera I deido
3-fosfato, em tres moléculas de ribose-5~fosfato(STRY 
ER, 1976). 0 modelo e uma modificaça^ daquele propos­
to por EIGENBRODT & GEOSSMAN (1980),sendo introduzida ' + a atividade redox transmernbrana plasmatica conforme
CRANE et al (1985a). Fstao indicados os prováveis sitios de 
açao do metotrexato, conforme sugerido neste traba­
lho e por informações da literatura.
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